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I La membrane et le squelette membranaire dépendant de la spectrine  
 
Au cours de l’évolution, les organismes pluricellulaires se sont adaptés à leur 
environnement. L’émergence de nouvelles fonctions, issues de cellules bien 
spécifiques, prodigue à ces organismes une plus grande complexité. L’apparition de 
nouvelles fonctions s’est faite en partie grâce à l’évolution des membranes 
plasmiques, par leur composition et leur organisation. 
Cette membrane est constituée d’une bicouche de lipides intégrant un grand 
nombre de protéines spécifiques à chaque type cellulaire. Elle est soutenue par un 
squelette membranaire (sous-membranaire) lui conférant une robustesse mais 
laissant à cette membrane sa propriété de «  mosaïque fluide »  (Singer, S.J. et 
Nicolson, G.L. 1972). Une telle structure a été caractérisée pour la première fois à la 
membrane du globule rouge. 
 
 
II.1 Le squelette membranaire dépendant de la spectrine dans le globule 
rouge 
 
La composition de ce squelette membranaire érythrocytaire ainsi que sa 
structure sont bien décrites (Yu, J.,Fischman, D.A. et al. 1973). Il est composé en 
majeure partie par une protéine : la spectrine (Marchesi, V.T. et Steers, E., Jr. 1968). 
La spectrine érythroïde est constituée de deux longues chaînes flexibles, les sous-
unités α et β, qui s’associent latéralement de façon antiparallèle, et forment un 
hétéro-dimère αβ. Les hétéro-dimères s’assemblent tête-à-tête pour former des 
hétéro-tétramères qui constituent les filaments du réseau. Ces longs filaments 
flexibles de 200 nm de longueur et 3 - 6 nm de large sont connectés entre eux par 
des filaments d’actine de 40 nm et d’autres protéines (nœuds de ce réseau) pour 
former un réseau polygonal composé de cinq à sept filaments de spectrine (Liu, 







Figure 1: Image du réseau membranaire de spectrine obtenue en microscopie électronique 
(A). Représentation schématique de ce réseau (B) (d’après (Liu, S.C.,Derick, L.H. et al. 1987)). 
Les nœuds du réseau correspondent aux liens entre la spectrine et l’actine.  
 
 
Les protéines présentes dans les nœuds du réseau sont: l’adducine, la 
tropomyosine, la tropomoduline, ces protéines contrôlent ou régulent l’interaction 
spectrine-actine. D’autres protéines présentes dans ces complexes protéiques 
comme les protéines 4.1 et p55 connectent la spectrine à la protéine 
transmembranaire glycophorine C.  
La région dense au milieu des tétramères de spectrine correspond à un autre site 
d’interaction avec un complexe protéique constitué de la bande 3 et de l’ankyrine 
(figures 2 et 3 en page 15). L’ankyrine liée à la bande 3 et à la glycoprotéine RHAG 
(protéines transmembranaires) interagit avec la sous-unité β pour former une 
seconde connexion à la membrane plasmique (Ungewickell, E. et Gratzer, W. 1978; 
Shotton, D.M.,Burke, B.E. et al. 1979; Liu, S.C. et Palek, J. 1980; Winkelmann, J.C. 





Figure 2: Schéma du squelette membranaire dépendant de la spectrine dans le globule rouge 




Figure 3: Description des nœuds du réseau de spectrine dans le globule rouge. 
 
 
Dans le globule rouge, les rôles du squelette membranaire et en particulier de 
la spectrine sont bien connus : ils offrent à la bicouche lipidique, une troisième 
couche sous-membranaire lui conférant une plus grande rigidité ; ils jouent un rôle 




ont été fournies grâce à l’étude d’anémies hémolytiques héréditaires, telles que la 
sphérocytose et l’elliptocytose héréditaires qui sont associées à des défauts 
quantitatifs ou qualitatifs des principaux constituants du squelette membranaire, 
notamment la spectrine, la protéine 4.1, l’ankyrine et la bande 3 (Delaunay, J. 2007). 
 
II.2 Le squelette membranaire dépendant de spectrine dans les cellules 
nucléées 
 
Ce squelette membranaire est en fait présent dans toutes les cellules : les 
composants de cette structure identifiée dans l’érythrocyte, ou d’autres isoformes 
/analogues sont exprimées dans toutes les cellules des vertébrés (mammifères, 
oiseaux, amphibiens, reptiles, poissons) (Lazarides, E. et Nelson, W.J. 1985; 
Fishkind, D.J.,Bonder, E.M. et al. 1990). Ils sont présents chez les invertébrés 
(drosophile, nématode) (Byers, T.J.,Brandin, E. et al. 1992). Des immuno-analogues 
de ces différents composants sont détectés chez les plantes et les champignons 
(Michaud, D.,Guillet, G. et al. 1991 ; Faraday, C.D. et Spanswick, R.M. 1993). 
 
Dans le globule rouge, il n’y a qu’un seul type de squelette membranaire. Il 
n’est formé que d’une seule forme de spectrine α et de spectrine β offrant une forme 
unique de tétramère de spectrine. Dans les cellules non-érythroïdes, ils co-existent 
différents squelettes membranaires dépendant de la spectrine : en effet, plusieurs 
spectrines α et plusieurs spectrines β sont exprimées. Il en est de même pour les 
ankyrines, les protéines 4.1 ou les adducines. Ces nombreuses isoformes offrent aux 
cellules nucléées une grande diversité dans la composition possible du squelette 
membranaire. Ces structures ont été identifiées non seulement à la membrane 
plasmique, mais également dans différents compartiments cellulaires (Golgi, 
vésicules, noyau). La diversité des squelettes membranaires dans les cellules non 
érythroïdes est en adéquation avec la diversité des membranes dans ces cellules. 
On peut penser que chaque type de membrane  (selon le compartiment cellulaire et 
le type cellulaire) a un squelette membranaire spécifique qui lui permet d’assurer ses 
fonctions propres (Bennett, V. et Baines, A.J. 2001). 
 
Cependant les fonctions de ces squelettes membranaires non érythroïdes 




globule rouge dans l’architecture de la cellule mais comme ses constituants sont 
impliqués dans de nombreuses interactions avec diverses protéines référencées 
comme des pompes et des canaux ioniques, des molécules d’adhérence, et des 
récepteurs, leurs fonctions sont probablement plus vastes que dans le globule rouge. 
 
III La spectrine : un élément essentiel du squelette membranaire 
 
III.1 La famille multigénique de la spectrine : les gènes et les isoformes 
 
III.1.1 Chez les mammifères 
 
Chez l’homme, il existe deux gènes codant pour les sous-unités α et cinq pour 
les sous-unités β (voir Tableau 1 en page 19). 
Les gènes codant pour les spectrines α :  
- Le gène SPTA1 localisé sur le chromosome 1 code pour la sous-unité αI 
essentiellement exprimée dans le globule rouge. Ce gène a une taille de 80 kb avec 
52 exons. La protéine produite dans le globule rouge, αIΣ1, (242 000 copies) 
possède 2 429 acides aminés, soit une masse calculée de 281 kDa. Une isoforme 
αIΣ*, dont la séquence n’est pas connue, est exprimée par ce gène dans le cervelet 
de la souris (Wasenius, V.M.,Saraste, M. et al. 1989; Sahr, K.E.,Laurila, P. et al. 
1990; Kotula, L.,Laury-Kleintop, L.D. et al. 1991; Clark, M.B.,Ma, Y. et al. 1994 ). 
- Le gène SPTAN1 qui est sur le chromosome 9, code pour la protéine αII, il a 
une taille de 80 kb et possède 61 exons. La spectrine αII est constituée de 2 472 
acides aminés pour l’isoforme la plus longue. Il y a quatre isoformes de la chaîne αII 
connues, Σ1 à 4. Les isoformes αIIΣ1 et αIIΣ2 sont exprimées dans toutes les 
cellules non érythroïdes (14), αIIΣ3 est présente dans le cerveau, le cœur et les 
muscles et αIIΣ4 n’a été retrouvée que dans le cerveau et le muscle (Cianci, 
C.D.,Zhang, Z. et al. 1999). 
 
Les gènes codant pour les spectrines β :  
- Le gène SPTB, qui est sur le chromosome 14, code pour la sous unité βI. Ce 
gène, de plus de 100 kb, possède 36 exons et code pour l’isoforme βIΣ1 (2 137 
acides aminés soit une masse calculée de 246 kDa) présente dans le globule rouge 




le cerveau et le muscle, cette isoforme possède dans sa partie C terminale une 
séquence unique de 21 kDa contenant un domaine PH (Prchal, 
J.T.,Papayannopoulou, T. et al. 1990; Winkelmann, J.C.,Costa, F.F. et al. 1990; 
Beck, K.A.,Buchanan, J.A. et al. 1994). 
- Le gène SPTBN 1 sur le chromosome 2 code pour deux isoformes, βIIΣ1 (avec un 
domaine PH) présente dans toutes les cellules non érythroïdes et βIIΣ2 exprimée 
dans le cœur et le cerveau (sans domaine PH) (Clark, M.B.,Ma, Y. et al. 1994). 
- Le gène SPTBN 2 sur le chromosome 11 codant pour la spectrine βIII, deux 
isoformes sont répertoriées : βIIIΣ1 exprimée dans beaucoup de tissus comme le 
cerveau, le rein, le pancréas, le poumon et βIIIΣ2 retrouvée essentiellement dans le 
cerveau. 
- Le gène SPTBN 3 sur le chromosome 19 code pour six isoformes de la spectrine 
βIV qui sont toutes exprimées dans le cerveau. 
- Le gène SPTBN 4 sur le chromosome 15 code pour la spectrine βV retrouvée 
principalement dans le cervelet, la moelle épinière et dans la rétine (Stabach, P.R. et 
Morrow, J.S. 2000). 
 
III.1.2 Chez d’autres organismes  
 
III.1.2.1 Chez les oiseaux et les amphibiens 
 
Les oiseaux et les amphibiens ont des érythrocytes nucléés. Ils ne possèdent 
qu’un seul gène α homologue au gène codant pour la chaîne αII des mammifères. Le 
produit de ce gène peut s’associer dans le globule rouge avec le produit du gène βI 
ou dans les autres cellules avec le produit du gène βII. Ces organismes possèdent le 
même nombre de spectrine β que les mammifères avec des gènes codant pour la 












Tableau 1 : Les isoformes connues de la spectrine érythroïde et non érythroïde 
 
Nom Gène  Expression tissulaire  chromosome            référence 
αIΣ1  SPTA        érythrocyte                    1q21     (Sahr, K.E.,Laurila, P. et al. 1990) 
 
αIΣ*  SPTA         cerveau                        1q21      (Clark, M.B.,Ma, Y. et al. 1994) 
αIIΣ1 SPTNA1  cellule non érythroïde    9q33   (Moon, R.T. et McMahon, A.P. 1990) 
 
αIIΣ2 SPTNA1  cellule non érythroïde    9q33   (Moon, R.T. et McMahon, A.P. 1990) 
 
αIIΣ3 SPTNA1  cerveau, cœur, muscle  9q33   (Cianci, C.D.,Zhang, Z. et al. 1999) 
 
αIIΣ4 SPTNA1  cerveau, muscle             9q33   (Cianci, C.D.,Zhang, Z. et al. 1999) 
βIΣ1  SPTB      érythrocyte        14q23 (Winkelmann, J.C.,Chang, J.G. et al. 1990) 
 
βIΣ2  SPTB   cerveau, cœur,    14q23 (Prchal, J.T.,Papayannopoulou, T. et al. 1990) 
                                          muscle  
βIIΣ1 SPTNB1   cellule non érythroïde     2p21    (Hu, R.J.,Watanabe, M. et al. 1992) 
 
βIIΣ2 SPTNB1    cœur, muscle                 2p21    (Hayes, N.V.,Scott, C. et al. 2000) 
 
ELF   ????         cerveau, foie embryonnaire        (Tang, Y.,Katuri, V. et al. 2002) 
βIIIΣ1 SPTBN2  cerveau, rein,        11q13     (Stankewich, M.C.,Tse, W.T. et al. 1998) 




βIIIΣ2 SPTBN2  cerveau                 11q13         (Ohara, O.,Ohara, R. et al. 1998)  
βIVΣ1 SPTBN3  cerveau                  19q13.3   (Berghs, S.,Aggujaro, D. et al. 2000) 
 
βIVΣ2 SPTBN3  cerveau                  19q13.3   (Berghs, S.,Aggujaro, D. et al. 2000) 
 
βIVΣ3 SPTBN3  cerveau                  19q13.3   (Berghs, S.,Aggujaro, D. et al. 2000) 
 
βIVΣ4 SPTBN3  cerveau                  19q13.3   (Berghs, S.,Aggujaro, D. et al. 2000) 
 
βIVΣ5 SPTBN3  cerveau                  19q13.3   (Berghs, S.,Aggujaro, D. et al. 2000) 
βV      SPTBN4  cervelet, corde spinale,  15q21  (Stabach, P.R. et Morrow, J.S. 2000) 





III.1.2.2 Chez le poisson Danio rerio 
 
Comme chez les oiseaux, les poissons possèdent un seul gène codant pour la 
sous unité α (spna2) et plusieurs gènes pour la sous unité β. Ce poisson est utilisé 
comme modèle d’étude de la différentiation érythroïde. 
 
III.1.2.3 Chez la Drosophile Drosophilia melanogaster  
 
La chaîne α chez la drosophile est codée par un seul gène I(3) dre3. La 
protéine α possède 64 % d’identité avec la spectrine αII humaine. 
En ce qui concerne les chaînes β, elles sont codées par deux gènes : 
- un gène β-G codant pour une spectrine β de 265 kDa qui partage 55% 
d’identité avec la spectrine βII humaine. 
- un gène Karst qui code pour une β de très grande taille de 430 kDa appelée 
aussi β-H (β heavy) qui est l’homologue de la chaîne βV. 
Dans les cellules épithéliales de la drosophile, la chaine β-G (βII) a une localisation 
basolatérale et la chaine β-H est apicale (Thomas, G.H. et Kiehart, D.P. 1994).  
 
III.1.2.4 Chez le nématode Caenorhabditis elegans   
 
La chaîne α est codée par le gène spc-1, cette spectrine est similaire à la 
spectrine αII et comme chez la drosophile, le nématode possède deux gènes codant 
pour la spectrine β. 
- le gène unc-70 ou bgs-1 qui code pour une protéine très similaire à la 
spectrine βII. 
- le gène sma-1 qui code pour la spectrine β-H. 
La chaîne β-H chez le nématode est, comme chez la drosophile, localisée au pôle 
apical de la plupart des cellules épithéliales. Elle est bien observée dans l’épiderme 
de l’embryon et durant la morphogénèse de différents tissus épithéliaux de l’embryon 
de C.elegans: comme par exemple dans les cellules du pharynx, de l’intestin au 





III.2 L’architecture des sous-unités de la spectrine  
 
III.2.1 L’aspect structural de la spectrine : structure et domaines 
 
III.2.1.1 Structure de la spectrine: l’unité répétitive ou 
« spectrin repeat » 
 
Malgré la grande diversité des sous-unités α et β, toutes les isoformes 
partagent la même architecture : les sous-unités α sont constituées de 22 régions 
avec 20 régions structurellement très semblables appelées unités répétitives. Les 
sous-unités β possèdent 17 unités répétitives avec une exception pour la spectrine β-
H ou βV qui en possède 30. 
Ces unités répétitives sont composées d’environ 106 acides aminés, la 
structure de l’unité répétitive a été établie pour la première fois par rayon X, (Yan, 
Y.,Winograd, E. et al. 1993) et ensuite par RMN (Pascual, J.,Pfuhl, M. et al. 1997). 
L’unité répétitive contient 3 hélices α, A, B et C séparées par de courtes boucles AB 
et BC. Chaque hélice α est composée d’environ 30 acides aminés (AA) (figure 4 ci-
dessous) avec l’hélice A (28 AA) et l’hélice B (34 AA) antiparallèles, tandis que 
l’hélice C (30 AA) vient dans le sillon formé par les hélices A et B. L’ensemble de ces 
trois hélices α forment une structure tri-hélicoïdale d’une longueur de 5 nm et d’une 




Figure 4: Représentation de 2 sous-unités répétitives constituées des hélices α A, B, C de la 
première sous-unité et des hélices A bis, B bis, C bis de la seconde sous unité (image tirée de la 




Les unités répétitives sont connectées les unes aux autres par une longue 
hélice qui correspond, en fait, à l’hélice C associée à l’hélice A de l‘unité répétitive 
suivante. Cette structure est très stable et résiste à la protéolyse (DeSilva, 
T.M.,Harper, S.L. et al. 1997). 
 
La séquence primaire de ces unités répétitives est peu conservée à 
l’exception de la leucine en position 26 dans l’hélice C et du tryptophane 45 dans 




Figure 5: Représentation des alignements de séquences des différentes unités répétitives de la 
spectrine αIΣ1. L’unité répétitive α1 commence à l’hélice A jusqu’à la fin de l’hélice C, puis vient 
l’unité répétitive α2. Seuls la leucine 26 dans l’hélice C et le tryptophane 45 dans l’hélice A 
présentent une forte conservation. Les séquences représentées au dessus des flèches noires 
représentent les insertions de 8 acides aminés qui sont impliqués dans la formation du dimère de 
spectrine αβ. Alignement obtenu dans la thèse de Gaël NICOLAS, 199 tiré de l’article suivant 






III.2.2 Les sites et domaines de la spectrine 
 
III.2.2.1 L’interaction des différentes chaînes de spectrine 
 
III.2.2.1.1 Le site de nucléation: formation du dimère αβ 
 
La structure du dimère de la spectrine érythroïde est bien connue : les 
monomères α et β s’associent de façon antiparallèle pour former un hétéro-dimère 
αβ. Cette interaction implique les unités répétitives α17 à α20 de l’extrémité C 
terminale de la chaîne α et les unités répétitives β1 à β4 de l’extrémité N terminale 
de la chaîne β, ce domaine d’interaction est appelé: site de nucléation (figure 6 en 
page 24). 
Il est à noter que les hélices A des unités répétitives α19 et α20 ainsi que des 
unités répétitives β1 et β2 possèdent une insertion de 8 acides aminés nécessaire à 
l’interaction inter chaîne (figure 5 en page 22). Lorsque ces huit acides aminés ne 
sont plus présents sur des peptides recombinants mimant le site d’interaction, ces 
peptides n’interagissent plus ensemble. Cette interaction est très forte, en particulier 
entre les unités répétitives α20 et β1 avec une constante de dissociation, Kd de 10 
nM (Speicher, D.W.,Weglarz, L. et al. 1992; Ursitti, J.A.,Kotula, L. et al. 1996). Le rôle 
des unités répétitives adjacentes α17, α18 et β2, β3, β4 est de renforcer cette 
interaction entre les chaînes α et β (Viel, A. et Branton, D. 1996). 
Le site de nucléation initie la dimérisation des deux chaînes α et β qui se 
propage sur toute la longueur des deux chaînes pour former le dimère de spectrine. 
Ce mécanisme, décrit pour la spectrine érythroïde, semble être le même dans les 
cellules non érythroïdes, puisque l’insertion des huit acides aminés dans les hélices 







Figure 6: Représentation des différents sites et domaines de la spectrine αII/βII (image tirée de 
l’article de M.A De Matteis, Jon .S Morrow (2000)). 
 
 
III.2.2.1.2 Le site de tétramérisation 
 
Le squelette membranaire dans le globule rouge est constitué de tétramères 
de spectrine d’une longueur de 200 nm. La formation du tétramère résulte de 
l’interaction entre l’extrémité NH2 de la chaîne α et l’extrémité COOH de la chaîne β 
(figure 6 ci-dessus). Précisément, cette interaction implique l’hélice C isolée de la 




unité répétitive incomplète β17 de la chaîne β. Cette interaction reconstitue une 
structure triple hélice comme dans les unités répétitives classiques. La constante de 
dissociation est de l’ordre de 1 µM. 
De nombreuses mutations localisées dans les hélices formant le site de 
tétramérisation ont été décrites dans des anémies hémolytiques héréditaires comme 
l’elliptocytose. Ces mutations sont responsables d’un défaut de formation du 
tétramère et sont associées à une fragilité membranaire. Dans le globule rouge 
soumis à des forces de cisaillement, il a été montré que des dimères pouvaient 
changer de partenaire pour reformer un tétramère (An, X.,Guo, X. et al. 2004). Ces 
résultats montrent la dynamique du tétramère de spectrine et son rôle dans la 
résistance et la flexibilité de la membrane plasmique (Ungewickell, E. et Gratzer, W. 
1978; Shotton, D.M.,Burke, B.E. et al. 1979; Liu, S.C. et Palek, J. 1980; Gaetani, 
M.,Mootien, S. et al. 2008). 
  
III.2.2.2 L’interaction de la spectrine avec d’autres protéines 
 
III.2.2.2.1 Le complexe Spectrine-Actine  
 
En microscopie électronique, les filaments de la spectrine érythroïde 
constituent un réseau dont les nœuds correspondent à de courts filaments de F-
actine. Ces filaments sont constitués de 12 à 14 monomères d’actine qui 
interagissent essentiellement avec la chaîne β. Le domaine d’interaction pour l’actine 
est localisé entre les résidus Alanine 47 et Lysine 186 de la chaîne β, qui contient 
deux domaines «CH» pour calponin homology domains (Ohanian, V.,Wolfe, L.C. et 
al. 1984; Karinch, A.M.,Zimmer, W.E. et al. 1990; Li, Z.,Patil, G.S. et al. 1993 ; 
Djinovic Carugo, K.,Banuelos, S. et al. 1997 ; Banuelos, S.,Saraste, M. et al. 1998). 
La première unité répétitive de la chaîne β (β1) qui est impliquée dans la formation 
du dimère joue aussi un rôle dans l’interaction faible avec l’actine (Kd de l’ordre de 
250 µM). Cette interaction est stabilisée par la deuxième unité répétitive de la chaîne 
β (β2) mais aussi par d’autres protéines, en particulier par l’adducine et la protéine 





III.2.2.2.2 Les sites d’ancrages de la spectrine à la 
membrane plasmique 
 
III.2.2.2.2.1 Le domaine de liaison à la protéine 4.1  
 
La partie N terminale de la chaîne β présente un site de liaison pour la 
protéine 4.1. Cette protéine joue un rôle de relais entre le squelette membranaire et 
la protéine p55 et la glycophorine C (Alloisio, N.,Dalla Venezia, N. et al. 1993; 
Hemming, N.J.,Anstee, D.J. et al. 1994). 
Outre son rôle de lien vertical avec la membrane plasmique, la protéine 4.1 renforce 
l’interaction de la spectrine β avec l’actine. 
 
III.2.2.2.2.2 Le domaine de liaison à l’ankyrine  
 
La spectrine interagit de façon indirecte avec des protéines membranaires 
grâce à l’ankyrine qui est présente sous différentes isoformes (Hryniewicz-
Jankowska, A.,Czogalla, A. et al. 2002). Elle est le lien privilégié de la spectrine à la 
membrane plasmique car les ankyrines interagissent avec beaucoup de protéines 
membranaires (figure 7 en page 27) comme par exemple : 
- des échangeurs ioniques (AE1 érythroïde, AE2 et AE3 non érythroïde) (Davis, J.Q. 
et Bennett, V. 1984; Davis, L.,Lux, S.E. et al. 1989). 
- des transporteurs Rh : RhAG (Nicolas, V.,Le Van Kim, C. et al. 2003), RhBG 
(Lopez, C.,Metral, S. et al. 2005). 
- une pompe (NA/K ATPase),(Nelson, W.J. et Veshnock, P.J. 1987 ; Davis, L.,Lux, 
S.E. et al. 1989 ; Morrow, J.S.,Cianci, C.D. et al. 1989; Nelson, W.J. et Hammerton, 
R.W. 1989; Gundersen, D.,Orlowski, J. et al. 1991; Devarajan, P.,Scaramuzzino, 
D.A. et al. 1994). 
- des récepteurs (récepteur IP3, ryanodine, NMDA) (Joseph, S.K. et Samanta, S. 
1993; Mohler, P.J.,Gramolini, A.O. et al. 2002). 
- des molécules d’adhérence CAM (L1-CAM, CD44, Neurofascine, N-CAM)(Davis, 
J.Q. et Bennett, V. 1994; Davis, J.Q.,Lambert, S. et al. 1996). 
Les ankyrines possèdent des fonctions très variées suivant l’isoforme et le type 
cellulaire, allant de la polarisation de protéines membranaires comme les protéines 




comme la biogénèse des membranes latérales dans les cellules épithéliales (Kizhatil, 
K. et Bennett, V. 2004). 
 
Il a été démontré, in vitro, à l’aide de peptides recombinants que le site de 
liaison à l’ankyrine se trouve sur la chaîne β et très précisément sur l’hélice B de 
l’unité répétitive β15. Cette hélice possède une particularité qui est une absence du 
résidu tryptophane 45 très conservé dans les autres hélices. L’ankyrine se lie à la 
chaîne β avec un Kd de 0.25 µM (Kennedy, S.P.,Warren, S.L. et al. 1991). 
 
Figure 7: Représentation de quelques protéines interagissant avec le dimère de spectrine 
αII/βII (image tirée de l’article de M.A De Matteis, Jon .S Morrow (2000) et complétée par les 





III.2.2.2.2.3 L’interaction directe de la spectrine à 
la membrane : le domaine PH 
 
La spectrine interagit avec la membrane plasmique de façon indirecte grâce à 
des protéines adaptatrices mais elle peut aussi interagir directement avec les 
phospholipides de la membrane (Lombardo, C.R.,Weed, S.A. et al. 1994). 
L’interaction directe de la spectrine à la membrane est caractérisée par deux 
domaines MAD1/région1 et MAD2/région3 (Membrane Association Domain) qui sont 
situés sur la chaîne β (figure 6 en page 274). 
Le domaine MAD1/région1 est placé à l’extrémité NH2 terminale de la chaîne 
β intégrant la première unité répétitive (β1) et le domaine MAD2/région3 se trouve 
dans le domaine PH (Pleckstrin Homology domain) situé à l’extrémité COOH 
terminale de la chaîne β (figure 8 en page 279). Ce domaine PH constitué d’environ 
100 résidus n’est présent que dans certaines isoformes de chaînes β : βIΣ2 ; βIIΣ1 ; 
βIIIΣ1 ; βV.(Macias, M.J.,Musacchio, A. et al. 1994). La spectrine βI présente dans le 
globule rouge ne contient pas de domaine PH. Ces deux domaines sont capables 
aussi de lier la protéine kinase C (résultats obtenus dans les plaquettes) et d’autres 
protéines (protéines G, Synapsine I …) qui jouent un rôle dans la signalisation et 
l’attachement à la membrane (figure 7 en page 27) (Rebecchi, M.J. et Scarlata, S. 
1998). 
Chez la Drosophile, une surexpression du domaine PH de la spectrine β ou de 
l’isoforme entière de la spectrine β avec le domaine PH (β-heavy), provoque une 
augmentation de la surface de la membrane des cellules de glandes salivaires 
(Williams, J.A.,MacIver, B. et al. 2004). Chez le poisson Danio rerio, des mutations 
dans le domaine PH de la spectrine β érythroïde provoquent des défauts 
d’interaction à la membrane, associés à une sphérocytose (Liao, E.C.,Paw, B.H. et 
al. 2000). Cette interaction directe de la spectrine β avec la membrane serait 






Figure 8: Représentation en 3 dimensions du domaine PH qui interagit directement à la 
membrane plasmique (image tirée de la revue de Van Bennett et Anthony Baines (2001). 
 
III.2.2.2.3 Les domaines EF-hand et la fixation du 
calcium 
 
L’extrémité COOH terminale de la chaîne α possède deux domaines EF hand 
(EF-1 et EF-2). Ces domaines sont constitués d’une longue boucle séparant deux 
hélices α, elles sont associées par paire et fixe le calcium intracellulaire (Wallis, 
C.J.,Wenegieme, E.F. et al. 1992). La fixation du calcium provoque une modification 
structurale (Trave, G.,Lacombe, P.J. et al. 1995; Trave, G.,Pastore, A. et al. 1995) 
(figure 9 en page 30). 
Le rôle physiologique des « EF hand domain » de la spectrine n’est pas connu 
mais les changements de conformation des domaines EF hand engendrés par la 
fixation du calcium pourrait réguler les interactions se situant à proximité de cette 
zone, en particulier, la liaison avec l’actine ainsi que l’interaction avec la protéine 4.1 
(Fowler, V. et Taylor, D.L. 1980). Cependant cette hypothèse est controversé 
(Ohanian, V.,Wolfe, L.C. et al. 1984), il s’avère tout de même que ces EF hand ont 
un rôle essentiel puisque la délétion de l’extrémité de la chaine α éliminant le second 









Figure 9: Représentation du domaine EF hand de la spectrine (MOLSCRIPT), sans calcium lié 




III.2.2.2.4 Le domaine SH3 
 
Les chaînes α possèdent dans la boucle BC de l’unité répétitive α9 un 
domaine SH3 (Src- Homology domain 3) (Wasenius, V.M.,Saraste, M. et al. 1989) 
(figure 10 en page 31). La chaîne β-H des invertébrés possède également un 
domaine SH3, les autres chaînes β en sont dépourvues.  
Le domaine SH3 des chaînes αII est extrêmement conservé, avec 100% d’identité 
entre l’humain, le rat, le poulet, le Xénope. Il existe 74 % d’identité entre le domaine 
SH3 de la chaîne αI et la chaîne αII, chez l’homme, ce qui fait que sa structure 
tridimensionnelle est bien conservée entre les deux chaînes α. 
Les études cristallographiques et en RMN montrent un domaine avec deux feuillets β 
qui possèdent trois brins β reliés l’un à l’autre de façon antiparallèle (Musacchio, 
A.,Noble, M. et al. 1992; Sadqi, M.,Casares, S. et al. 1999). Cette structure forme un 
sillon hydrophobe bordé de deux boucles RT-Src et N-Src. Le sillon correspond au 
site d’interaction avec des ligands possédant : 
- des séquences riches en proline PXXPXR ou RXPXXP (avec X correspondant à 




- une structure PPII (poly proline helix II) qui est une hélice α avec un enroulement à 
gauche constituée de 3 résidus par tour. 
La spécificité des interactions se fait grâce aux deux boucles variables RT-Src 
et N-Src, car les acides aminés qui constituent la poche hydrophobe sont conservés. 
Le Kd de cette liaison peut varier de 5 à 100 µM suivant la composition des 
boucles(Cowburn, D.,Zheng, J. et al. 1995). 
Cependant des protéines ne possédant pas de motifs riches en proline interagissent 
avec ce domaine, elles possèdent plutôt un motif tyrosine (Gorina, S. et Pavletich, 
N.P. 1996; Romero, F.,Dargemont, C. et al. 1996)  
Quelques protéines interagissant avec ce domaine : 
- Pour la chaine αI : Abi-I (Ziemnicka-Kotula, D.,Xu, J. et al. 1998). 
- Pour la chaîne αII : l’échangeur Na+/H+, NHE2 (Chow, C.W. 1999), Synapsin-
I (Onofri, F.,Giovedi, S. et al. 2000), la Tyrosine phosphatase LMW-PTP 
(Nicolas, G.,Fournier, C.M. et al. 2002) la tyrosine kinase Src (Nedrelow, 
J.H.,Cianci, C.D. et al. 2003), EVL (Bournier, O.,Kroviarski, Y. et al. 2006), N-
WASP (Nicolas, G , thèse de doctorat. 1999) , GAP-43 (Riederer, B.M. et 




Figure 10: Représentation du domaine SH3 (image tirée de la revue de Van Bennett et 








III.2.2.2.5 Le domaine de fixation à la calmoduline 
 
La calmoduline (CaM) est une protéine présente dans toutes les cellules, elle 
change de conformation lorsqu’elle est liée à un ion calcium. 
La spectrine possède deux sites de liaison à la calmoduline, le 1er site, de faible 
affinité est présent dans toutes les isoformes de chaînes α dans la région 3 (figure 7 
en page 27), le deuxième n’est présent que sur la chaîne αII, dans l’insertion de 36 
acides aminés, au milieu de l’hélice C de l’unité répétitive α10. Ce deuxième site est 
situé dans une boucle appelée boucle CCC (Caspase-Calmoduline-Calpain domain), 
à proximité des deux sites de coupure de protéases : calpaïnes m et µ et caspases 2 
et 3. La calmoduline agit comme une protéine régulatrice sur l’action de ces 
protéases (négativement pour les caspases, positivement pour les calpaïnes) 
(Rotter, B.,Kroviarski, Y. et al. 2004). 
 
III.2.2.2.6 La boucle de la chaîne αIIΣ1 
 
L’isoforme αIIΣ1 présente une insertion de 20 acides aminés au milieu de 
l’hélice C de l’unité répétitive 9 (α9) à proximité du domaine SH3. Cette boucle est 
absente dans l’isoforme αIIΣ2 (figure 11 en page 33). Les taux d’expression de ces 
deux isoformes varient selon les tissus. Par exemple, dans le cœur ou dans l’aorte, 
l’isoforme αIIΣ2 est majoritaire (70%) par rapport à αIIΣ1, au contraire, dans le 
cerveau, les plaquettes ou les lymphocytes, l’isoforme αIIΣ1 est prédominante (plus 
de 80%), mais pour les tissus épithéliaux, ce ratio est plus proche de 50/50 (Thèse 
de Gaël Nicolas). 
Il a été récemment montré que cette insertion stabiliserait les « jonctions gap » 
via une interaction avec la connexine 43 et pourrait ainsi moduler l’interconnexion 








Figure 11: Représentation des deux principales isoformes de la spectrine αII, la spectrine αIIΣI 
présente une insertion de 20 résidus, localisée dans l’hélice C de l‘unité répétitive 9, tandis que 




III.2.2.2.7 La boucle CCC (Caspase Calmoduline 
Calpaïne) 
 
Cette boucle, spécifique de la chaîne αII spectrine, correspond à une insertion 
de 36 acides aminés dans l’hélice C de l’unité répétitive 10 (α10) (figure 12 en page 
34). Cette insertion possède un site de liaison à la calmoduline ainsi que deux sites 
sensibles à des protéases (Leto, T.L.,Pleasic, S. et al. 1989; Stabach, P.R.,Cianci, 




µ, activées par le calcium et le second pour les caspases 2 et 3, enzymes impliquées 
dans l’apoptose (figure 13 en page 35). 
Le clivage de la spectrine par les calpaïnes et les caspases dans cette boucle 
pourrait avoir un rôle important dans le remodelage de la membrane plasmique. 
Cependant un modèle murin, dépourvu de cette boucle CCC sur la chaîne αII ne 




Figure 12: Représentation de la spectrine αI exprimée dans le globule rouge qui ne possède pas 
la boucle CCC et de la spectrine αII avec cette boucle sensible aux protéases (calpaïnes et 






III.2.3 Les modifications post traductionnelles de la spectrine 
 
Figure 13 : Représentation de la partie centrale de la spectrine αII à savoir le domaine SH3, et 
les unités répétitives 9 et 10 dans lesquelles se trouvent la boucle αIIΣ1 et la boucle CCC. Dans la 
boucle CCC sont représentés par des points rouges les deux sites de coupures des protéases 
calpaïne et caspase 3. Image tirée de la thèse de Bjorn ROTTER de 2004. 
 
 
III.2.3.1 Le clivage de la spectrine par des protéases 
 
III.2.3.1.1 Le clivage par des calpaïnes 
 
La spectrine est le substrat des calpaïnes µ et m qui sont des protéases 
ubiquitaires dont l’activité est dépendante du calcium à des concentrations 
respectives de µM et de mM de calcium (Hu, R.J. et Bennett, V. 1991; Lofvenberg, L. 
et Backman, L. 1999; Goll, D.E.,Thompson, V.F. et al. 2003). 
L’activité des calpaïnes est observée dans beaucoup de processus cellulaires, elles 
sont impliquées dans les voie de transduction, le remodelage des structures 






Les spectrines présentent plusieurs sites reconnus par les calpaïnes: 
Dans la chaîne αII, le site majeur de coupure se trouve dans la boucle CCC 
entre les résidus Tyrosine 1176 et Glycine 1177, la fixation de la calmoduline 
dépendante du calcium augmente considérablement la coupure de la spectrine αII 
(figue 13 en page 35). Cette coupure produit deux fragments stables appelés « αII 
spectrin break-down product  ou SBDP» de 145 et 150 kDa (Huh, G.Y.,Glantz, S.B. 
et al. 2001; Glantz, S.B.,Cianci, C.D. et al. 2007). Ce clivage est aussi régulé par la 
phosphorylation de la spectrine αII : lorsque la spectrine αII est phosphorylée sur le 
résidu Tyrosine 1176, la spectrine est moins sensible à l’action des calpaïnes 
(Nicolas, G.,Fournier, C.M. et al. 2002). 
Sur la chaîne βII, un site majeur est présent au niveau de l’extrémité COOH 
d’autres sites existent dans d’autres isoformes de β (Lofvenberg, L. et Backman, L. 
1999) (Backman, L.,Pekrun, A. et al. 1991). 
 
Les clivages produisent une déstabilisation du dimère, des interactions inter-
chaînes de spectrine et des interactions entre la spectrine et l’actine, ce qui 
conduirait à une déstabilisation du squelette membranaire (Harris, A.S. et Morrow, 
J.S. 1990).  
Un clivage de la spectrine sous contrôle (signalisation qui régule l’activité des 
protéases) (Glantz, S.B.,Cianci, C.D. et al. 2007) a lieu dans des processus 
cellulaires ayant besoin d’une modification de la membrane de la cellule (forme), 
comme la division cellulaire, la différenciation, l’endocytose ou l’exocytose ;  ou dans 
des modifications de micro domaines spécialisés comme le processus de la 
dépolarisation des cellules épithéliales ou celui de la plasticité synaptique. Beaucoup 
d’arguments sont en faveur d’un rôle physiologique important de ce site de clivage. 
Cependant un modèle murin, obtenu récemment, possédant une chaîne αII 
dépourvue de la boucle CCC donc ne pouvant être clivée par les calpaïnes dans ce 
site majeur, remet en question le rôle critique de ce site de clivage de la spectrine. 
Les souris sont viables et fertiles et ne présentent pas de phénotypes détectables 
dans des conditions d’élevage standard (Meary, F.,Metral, S. et al. 2007). 
On peut toutefois penser que le clivage de la spectrine non contrôlé (présentant un 
défaut dans son système de régulation) pourrait être responsable ou impliqué dans 
des pathologies graves comme l’ischémie, l’hypoxie, l’épilepsie, les accidents 




mais cela reste que des hypothèses. Un modèle murin (klotho) qui possède une 
activité calpaïne augmentée dans lequel on a observé un clivage de la spectrine 
important, présente un vieillissement prématuré. Ce modèle peut être un lien entre le 
taux de spectrine clivée et le vieillissement physiologique anormal (Manya, 
H.,Inomata, M. et al. 2002) mais il faut savoir que la spectrine n’est pas la seule 
protéine qui soit clivée par des calpaïnes, d’autres protéines comme des protéines de 
structure, de signalisation, de membrane, des enzymes, des protéines des points 
focaux (paxilline, taline, vinculine) sont elles aussi la cible des calpaïnes. 
 
III.2.3.1.2 Le clivage par la caspase3 
 
Il a été montré que lors de stimuli déclenchant l’apoptose (Martin, S.J.,O'Brien, 
G.A. et al. 1995; Vanags, D.M.,Porn-Ares, M.I. et al. 1996; Janicke, R.U.,Ng, P. et al. 
1998), la spectrine était clivée par la caspase 3 ou CPP32. Il existe deux sites de 
coupures sur la chaîne αII et trois sur la chaîne β. 
Le site principal sur la chaîne αII se trouve dans la boucle CCC entre les résidus 
Acide Aspartique 1185 et Serine 1186, c’est à dire à neuf résidus du site de coupure 
par les calpaïnes (Y1176) et à proximité du site de fixation de la calmoduline. Ce site 
est aussi utilisé par la caspase 2 (Rotter, B.,Kroviarski, Y. et al. 2004). Cette coupure 
à ce site génère des fragments de 150 kDa, c’est à dire un fragment de même taille 
que celui produit par la calpaïne (SBDPs). Un second site de coupure sur la chaîne 
αII est localisé entre l’acide aspartique 1478 et la sérine 1479 dans l’unité répétitive 
α13, il est spécifique de la caspase 3 et génère un fragment de 120 KDa (figue 13 
page 26). 
La chaîne βII présente un site principal localisé entre l’acide aspartique 1457 et la 
sérine 1458 à proximité du site de clivage de la calpaïne, les autres sites sont 
localisés entre l’Acide Aspartique 1254 - Acide Aspartique 1255 et Acide Aspartique 
2146 - Thréonine 2147. 
 
La spectrine clivée n’est plus capable d’interagir avec l’actine, cette perte 
d’interaction pourrait provoquer une déstabilisation du cytosquelette (comme pour le 





Cette protéolyse intervient très précocement lors de l’apoptose sur les deux chaînes 
de spectrine mais de façon séquentielle, tout d’abord la chaîne α puis la chaîne β 
(Greidinger, E.L.,Miller, D.K. et al. 1996). Il a été montré qu’elle intervenait bien avant 
les protéolyses d’autres substrats spécifiques à l’apoptose tel que la polymérase 
poly-ADP-ribose (PARP), la ribonucléoproteine U1 ou la sous-unité catalytique de la 
protéine kinase dépendante de l’ADN. 
 
III.2.3.1.3 Le clivage pathologique de la spectrine 
 
Une augmentation de la protéolyse de la spectrine par les protéases est observée 
dans certaines pathologies: 
-La toxine Pet sécrétée par une entérobactérie clive la chaîne αII spectrine (au 
niveau de la boucle CCC entre les résidus Méthionine 1198 et Valine 1199) des 
cellules intestinales et provoque un remodelage de l‘actine. L’infection par cette 
entérobactérie provoque une exfoliation cellulaire de l’épithélium intestinal associée à 
de sévères diarrhées (Villaseca, J.M.,Navarro-Garcia, F. et al. 2000 ; Canizalez-
Roman, A. et Navarro-Garcia, F. 2003; Sui, B.Q.,Dutta, P.R. et al. 2003; Navarro-
Garcia, F.,Canizalez-Roman, A. et al. 2004). 
-La présence de fragments protéolytiques pourrait être impliquée dans des 
maladies auto-immunes : le Syndrome Sjogren’s ou le lupus érythémateux 
systémique. Les patients atteints de ces maladies développent des auto-anticorps 
dirigés contre différents fragments résultant de la protéolyse de la spectrine αII et de 
façon plus rare contre les différents fragments de la spectrine βIΣ1. Ces patients 
atteints de ces pathologies présentent une baisse de sécrétion des glandes 
lacrymales et salivaires. 
 
III.2.3.2 La phosphorylation 
 
La chaîne β du globule rouge est phosphorylée in situ et in vitro par des 
kinases dépendentes ou indépendantes de l’AMP cyclique, localisées à la membrane 
ou dans le cytoplasme (Hosey, M.M. et Tao, M. 1976; Fairbanks, G.,Avruch, J. et al. 
1978; Fowler, V.M. et Adam, E.J. 1992). Six phosphates peuvent être intégrés sur les 
serines/ thréonines au niveau du COOH terminal de la chaîne βI (Pedroni, 




clairement défini. La phosphorylation de la spectrine par une caséine kinase de type I 
diminue la stabilité de la membrane mais cette phosphorylation n’affecte pas la 
formation du tétramère de spectrine ni la liaison à actine ou à l’ankyrine (Manno, 
S.,Takakuwa, Y. et al. 1995). 
 
Les chaînes αII et βII sont phosphorylées in vivo (Goodman, S.R. et Zagon, 
I.S. 1984; Nixon, R.A. 1986). Un site de phosphorylation, a été identifié sur la 
tyrosine 1176 : il est le substrat de la kinase Src (Nedrelow, J.H.,Cianci, C.D. et al. 
2003) et de la phosphatase LMW-PTP (Nicolas, G.,Fournier, C.M. et al. 2002). Ce 
site correspond au site de clivage de la calpaïne. La phosphorylation de ce résidu 
Tyr module négativement le clivage de la spectrine par les calpaïnes (Nicolas, 
G.,Fournier, C.M. et al. 2002). 
Au cours de la division cellulaire, la spectrine non érythroïde est redistribuée 
dans le cytoplasme et cette redistribution est accompagnée d’une phosphorylation de 
la spectrine βII (Fowler, V.M. et Adam, E.J. 1992). La phosphorylation à l’extrémité 
COOH de la chaîne βII régulerait la formation du dimère de spectrine (Bignone, 
P.A.,King, M.D. et al. 2007). Pour la chaîne βIII, sa phosphorylation modulerait sa 
stabilité à la membrane de l’appareil de Golgi (Siddhanta, A.,Radulescu, A. et al. 
2003). 
 
IV Les fonctions de la spectrine 
 
IV.1 Les fonctions du squelette membranaire 
 
Le squelette membranaire dépendant de la spectrine est présent dans tous les 
compartiments cellulaires, il interagit avec beaucoup de protéines cytosoliques et 
membranaires. Il pourrait être impliqué dans de nombreuses fonctions 
physiologiques potentielles. 
-Dans le globule rouge, sa fonction principale est de stabiliser et de maintenir la 
membrane érythrocytaire. Ce squelette membranaire lui confère sa forme et une 
certaine rigidité afin qu’il résiste aux forces de cisaillement mais tout en lui laissant la 




-Dans les autres types cellulaires, les fonctions du squelette membranaire qui 
présente une plus grande complexité dans sa composition, sont encore peu 
connues. 
L’obtention de modèles animaux dépourvus de spectrine ainsi que les outils 
de biologie cellulaire ont permis de proposer quelques fonctions  quant aux rôles des 
spectrines : renforcement et organisation de la membrane,  partitionnement de 
domaines cellulaires en micro-domaines, maintien des liaisons des jonctions cellule-
cellule ou cellule-matrice extracellulaire, établissement de la polarité cellulaire, 
migration cellulaire, régulation de l’exocytose, trafic intracellulaire… 
 
IV.2 Les modèles animaux déplétés en spectrine: effet sur la viabilité et 
le développement 
 
Le nématode C.elegans ou la drosophile D.melanogaster constituent des modèles 
simples et complets pour l’étude des fonctions de la spectrine dans un contexte 
animal. 
 
IV.2.1 La drosophile : D. melanogaster 
 
Chez la drosophile, la spectrine est présente sous forme d’une chaîne α et de deux 
chaines β (β/β-G et β-H).(Adams, M.D.,Celniker, S.E. et al. 2000). Dans les cellules 
épithéliales, la chaine β-G a une localisation basolatérale tandis que la chaine β-H 
est apicale (Thomas, G.H. et Kiehart, D.P. 1994).  
 
-Pour la chaîne β-H : 
L’absence de spectrine β-H conduit à une létalité importante des larves, les quelques 
survivants montrent les phénotypes suivants : des yeux rugueux caractéristiques de 
l’absence d’un photorécepteur (R7) dans la rétine, des défauts au niveau des ailes 
ou de la trachée. Ces phénotypes sont dus pour la plupart à une réduction des 
interactions entre les cellules (Thomas, G.H.,Zarnescu, D.C. et al. 1998). Dans les 
ovocytes, l’absence de la spectrine β-H provoque une rupture des liaisons entre les 
cellules, ce qui entraîne des défauts de polarisation et une déstabilisation du pôle 





-Pour les chaînes β-G et α: 
L’absence de chaînes β (β-G) ou de chaîne α provoque des phénotypes létaux 
importants : Seulement 50% des embryons n’exprimant pas la spectrine α atteignent 
l’étape de larve et meurent dans les premières étapes du développement de la larve. 
L’absence de la spectrine α modifie la forme des cellules, altère les interactions entre 
les cellules et l’organisation tissulaire (défaut de polarisation des follicules ovariens, 
interruptions de l’axes antéro-postérieur de l’oocyte). D’après ces données, deux 
hypothèses ont été émises par Lee et ses collaborateurs (Lee, J.K.,Brandin, E. et al. 
1997) sur le rôle de la spectrine α: la première serait un rôle structural stabilisant la 
forme de la cellule et/ou l’interaction des cellules entre elles, tandis que la seconde 
serait un rôle d’échafaudage stable afin de positionner des mécanismes de 
signalisation (Lee, J.K.,Coyne, R.S. et al. 1993; Lee, J.K.,Brandin, E. et al. 1997). En 
ce qui concerne la chaîne β, le taux de survivants est encore plus réduit, moins de 10 
% des animaux mutants sont capables d’atteindre le stade de larve. Donc ces deux 
gènes possèdent des fonctions essentielles. 
Chez les animaux présentant des déficits en chaîne β-G, la morphologie de l’intestin 
moyen est modifiée, il présente un défaut des sécrétions acides. Dans les cellules 
épithéliales, l’accumulation de la pompe Na+/K+/ATPase à la membrane 
basolatérale est perturbée. Cette anomalie n’est pas observée chez les drosophiles 
ayant un défaut de la chaîne α, (Lee, J.K.,Coyne, R.S. et al. 1993; Zarnescu, D.C. et 
Thomas, G.H. 1999; Dubreuil, R.R.,Wang, P. et al. 2000), cela suggère que la 
spectrine β peut avoir des fonctions indépendantes de la spectrine α. 
De plus, deux mutations, l’une identifiée sur la chaîne α « klotzchen » et l’autre sur β 
« karussell », montrent que ces chaînes jouent un rôle important durant le 
développement neuronal et dans l’organisation et la stabilité de la synapse 
(Featherstone, D.E.,Davis, W.S. et al. 2001; Pielage, J.,Fetter, R.D. et al. 2005; 
Garbe, D.S.,Das, A. et al. 2007; Hulsmeier, J.,Pielage, J. et al. 2007). 
 
IV.2.2 Le nématode : C. elegans 
 
L’organisation de la spectrine chez le nématode est semblable à celle de la 






-Pour la chaîne β-H : 
Des mutations de son gène sma-1 diminuant son expression, ont été identifiées chez 
des animaux viables et fertiles mais présentant une taille beaucoup plus petite que la 
normale (Morck, C. et Pilon, M. 2006). Cette élongation anormale de l’embryon sont 
les conséquences de problèmes structuraux (forme des cellules) dans les tissus 
épithéliaux comme les cellules de l’épiderme, du pharynx ainsi que des cellules 
excréteuses (McKeown, C.,Praitis, V. et al. 1998). La chaîne β-H est indispensable à 
la morphogénèse correcte de l’embryon.  
 
-Pour la chaîne β-G : 
La chaîne β (β-G) est présente au stade deux cellules de l’embryogénèse et 
localisée aux sites de contact cellule-cellule. Chez l’adulte, elle est exprimée dans les 
tissus épithéliaux au pôle basolatéral mais aussi de façon importante dans les 
neurones (dans l’axone et le corps cellulaire) et dans les cellules du muscle strié (aux 
sites de contactsavec la matrice extracellulaire). 
Certaines mutations sur le gène unc-70 sont létales mais quelques individus 
survivent et peuvent proliférer malgré la perte d’expression de la spectrine β-G 
sauvage. Ces individus mutants, possédant une spectrine β-G tronquée voir 
complètement absente ont un ralentissement de leur développement larvaire et une 
paralysie chez l’adulte; l’absence de la chaîne β entière provoque durant leur 
développement des cassures des axones avec une perte de motilité et un manque 
de coordination. Ces observations montrent que la spectrine β joue un rôle important 
dans la structure physique du neurone ainsi que dans les processus neuronaux 
(Hammarlund, M.,Davis, W.S. et al. 2000; Hammarlund, M.,Jorgensen, E.M. et al. 
2007). Des anomalies ont été observées aussi dans le muscle ; le défaut de la 
chaîne β provoque une désorganisation des myofilaments et une réduction ou la 
perte du réticulum sarcoplasmique.  
Les mêmes résultats ont été observés avec des SiARN dirigés contre cette chaîne β. 
La baisse de l’expression de la protéine est couplée à des défauts dans la 
musculature et au niveau du système nerveux du nématode (Moorthy, S.,Chen, L. et 
al. 2000). 
Mais curieusement, la spectrine β ne joue pas de rôle dans l’établissement de la 




défaut de sécrétion n’est relevé dans l’intestin chez le nématode par rapport aux 
données observées chez la drosophile. 
 
-Pour la chaîne α : 
Durant l’embryogénèse la spectrine α est déjà présente au stade d’une cellule, sa 
localisation à la membrane cellulaire semble être dépendante seulement de la 
spectrine β (pas de la spectrine β-H). 
Des analyses sur des mutants du gène spc-1 codant pour la chaîne α de C.elegans 
indiquent que la chaîne β a besoin de la spectrine α pour être recrutée de façon 
stable à la membrane. 
Quand la chaîne α n’est pas exprimée, les animaux présentent les phénotypes 
spécifiques aux défauts d’expression de la chaîne β et de la chaîne β-H (Moorthy, 
S.,Chen, L. et al. 2000; Norman, K.R. et Moerman, D.G. 2002). Les phénotypes 
observés sur ces mutants de la chaîne α sont un défaut d’élongation de l’embryon 
avec une désorganisation du cytosquelette d’actine apical, nécessaire a une bonne 
élongation (phénotypes observés pour des organismes présentant des défauts de la 
spectrine β-H), une mort après l’étape de segmentation de l’embryon, des défauts 
dans l’organisation du pôle apical, des défauts de différentiation des cellules du 
muscle (phénotypes retrouvés dans des organismes présentant des défauts de la 
chaîne β). 
 
IV.2.3 Le poisson : Danio rerio  
 
Ce poisson Danio rerio, est utilisé comme système d’étude de l’hématopoïèse chez 
les vertébrés, il possède une spectrine β dans son globule rouge qui est plus proche 
de la chaîne non-érythroïde que de la chaîne érythroïde de l’humain. Elle a la 
caractéristique de posséder un domaine PH qui est absent dans la spectrine β 
érythroïde de l’humain. Une mutation, appelée riesling (ris), dans l’unité répétitive β8 
du gène de la spectrine β introduisant un codon stop prématurément et, considérée 
comme une invalidation de la spectrine β, provoque une diminution du nombre de 
cellules sanguines (érythrocytes) circulant durant l’embryogénèse chez ce poisson.  
De sévères défauts dans la morphogénèse des globules rouges et une instabilité de 
des membranes des érythrocytes (Liao, E.C.,Paw, B.H. et al. 2000) sont relevés 




adulte et 5 à 10% peuvent se reproduire. Cette mutation induit une anémie 
hémolytique (sphérocytose) comme chez l’humain (Liao, E.C.,Paw, B.H. et al. 2000) 
(Rôle probable du domaine PH et de la liaison directe de la spectrine à la membrane 
plasmique).  
Une autre mutation introduisant un codon stop dans le gène st60 codant pour une 
spectrine αII, ont été observées perturbant fortement l’expression de la spectrine αII. 
Ce mutant, sans spectrine αII, meurent au bout du 15 ème jour après fertilisation, et 
présente des défauts morphologiques en particulier un défaut d’augmentation de la 
vessie natatoire. Cette chaîne est présente dans les nœuds de Ranvier dans le 
système nerveux central et périphérique. La conduction saltatoire de l’axone 
myélinisé exige une organisation des nœuds de Ranvier où les canaux sodiques 
dépendants du voltage sont bien localisés et forment des clusters. L’absence de 
spectrine αII provoque des anomalies de développement de l’axone myélinisé et des 
problèmes de stabilisation/localisation des clusters de canaux. 
La chaîne αII pourrait s’associer à la chaîne βIV présente dans les nœuds de 
Ranvier pour former des clusters de canaux sodique via l’ankyrine G, et l’ankyrine G 
via d’autres protéines (NF186 et gliomédine) interagirait avec les microvilli des 
cellules de schwann, ce mécanisme intervenant dans la formation du nœud de 
Ranvier. Elle pourrait également s’associer avec la chaîne βII en vue de stabiliser le 
nœud de Ranvier dans la partie paranodale via l’ankyrine B et faire un lien avec la 
myéline compacte via les protéines NF155, contactine, caspr1et 4.1B (Voas, 
M.G.,Lyons, D.A. et al. 2007). 
 
IV.2.4 Chez les mammifères : l’homme, la souris… 
 
Plusieurs rôles ont été potentiellement donnés à la spectrine : 
- Maintien de la forme et de l’intégrité membranaire des érythrocytes (Lux, 
S.E. et John, K.M. 1977).  
- Recrutement et stabilité des protéines dans des domaines spécialisés des 
membranes cellulaires (De Matteis, M.A. et Morrow, J.S. 2000). 
- Etablissement et maintien de la polarisation cellulaire (Pinder, J.C. et Baines, 
A.J. 2000). 






IV.2.4.1 La spectrine et la stabilité membranaire 
 
Dans le globule rouge, le squelette membranaire dépendant de la spectrine 
constitué exclusivement de chaînes αI et βI donne à l’érythrocyte sa forme 
biconcave. Son rôle structural dans la membrane est très important et confère au 
globule rouge : 
- une résistance aux forces de cisaillement de la circulation sanguine. 
- une flexibilité membranaire lui permettant de se déformer et de passer les 
petits vaisseaux sanguins. 
Les mutations sur les chaînes de spectrine érythroïde sont associées à des 
anomalies de forme des globules rouges et une fragilité de leur membrane, 
conduisant à des anémies hémolytiques héréditaires, comme la sphérocytose et 
l’elliptocytose héréditaires. 
 
IV.2.4.2 La Spectrine et l’organisation de la membrane 
 
Le squelette membranaire dépendant de la spectrine participe à l’organisation 
de la membrane cellulaire en réduisant le mouvement latéral et la diffusion de 
protéines membranaires. Une étude sur des souris sph/sph, déficientes en spectrine 
α érythroïde, montre que le marquage des glycoprotéines de la membrane du 
globule rouge se fait très rapidement, et il est plus concentré par rapport à des 
cellules érythroleucémiques, ce qui pourrait faire penser que la spectrine α joue un 
rôle important dans l’organisation structurale de la membrane en limitant la diffusion 
latérale des protéines de la membrane dans des cellules autres que l’érythrocyte 
mature (Dahl, S.C.,Geib, R.W. et al. 1994). Les concepts présentés par M.A De 
Matteis et J.S Morrow dans leur revue de 2000 sont dans sont dans la lignée des 












La spectrine participe à l’organisation de la membrane plasmique 
 
 
Figure 14: Représentation du rôle du squelette membranaire dans la forme de la membrane. 
(Image tirée de l’article de M.A De Matteis, Jon .S Morrow (2000)). 
 
 
Ce concept d’organisation des protéines membranaires par le squelette membranaire 
stabilise cette membrane (abaisse l’énergie du système) (figure 14 ci-dessus). 
 
Les protéines peuvent spontanément déformer la bicouche lipidique vers un état de 
plus faible énergie et former des vésicules en absence de squelette membranaire ou 
constituer des micro-domaines grâce à des squelettes membranaires différents. On 
peut observer dans ce concept, que la forme de la membrane obtenue par 
l’organisation des protéines membranaire (protéine rouge dans la figure 14 ci-
dessus) sans la présence de squelette peut être totalement inverse à celle des 




L‘état du système en énergie peut être abaissé lorsque le squelette membranaire est 
homogène. Ce concept expliquerait le rôle du squelette membranaire dans la forme 
de la cellule ainsi que dans la déformabilité de la membrane via la distribution des 
protéines membranaires. 
D’autres concepts expliquent le rôle que pourrait jouer la spectrine dans la diffusion 
de protéines de membrane qui interagissent ou n’interagissent pas avec le squelette 
membranaire dépendant de la spectrine. 
 












Figure 15: Représentation des deux concepts de Sako et Kusumi expliquant le rôle du squelette 
membranaire dans la diffusion des protéines de membrane. A : le modèle de lien « tether » avec 
la spectrine. B: le modèle de clôture sous membranaire (image tirée de l’article de Sako et 
Kusumi de 1995 (Sako, Y. et Kusumi, A. 1995)). 
 
 
Sako et Kusumi en 1995 proposent un modèle de squelette membranaire jouant le 
rôle de clôture sous membranaire, ceci limitant la diffusion latérale de protéines non 
associées à la spectrine (figure 15 b ci-dessus) et le modèle de lien « tether » pour 
les protéines liées a la spectrine (figure 15 a en page 147). En suivant le chemin de 
diffusion des protéines de membrane, ils ont observé que la diffusion de la bande 3 
(non associée à la spectrine) dans le globule rouge est limitée à une aire de 110 nm, 
cela corrèle avec le maillage créé par le réseau de spectrine. Occasionnellement la 
protéine part de cette aire pour aller dans l’aire adjacente comme le montre la figure 





ont des mouvements oscillatoires similaires à ceux de la spectrine, cela suggère 
qu’elles sont accrochées au réseau de spectrine. L’effet « clôture » du squelette 
membranaire dépendant de la spectrine est aussi impliqué dans la sélection de 
protéines membranaires durant la formation de vésicules de recyclage, un important 
mécanisme pour l’homéostasie sanguine. Des effets similaires ont été observés dans 
des cellules non érythroïdes (Sako, Y.,Nagafuchi, A. et al. 1998) avec l’étude du 
mouvement de l’E-cadhérine (protéine qui interagit avec le squelette membranaire 
dépendant de la spectrine). Les protéines mutantes E-cadhérines délétées d’une 
partie du domaine cytoplasmique et ne pouvant plus interagir avec le squelette 
membranaire, possèdent une grande moyenne de diffusion comparée à celle 
observée aux E-cadhérine normales. Ces concepts peuvent expliquer les 
mouvements des protéines membranaires mais il faut tenir compte également que le 
réseau de spectrine est lui aussi déformable (figure 16 ci-dessous). 
 
 
Figure 16 : Le modèle de mosaïque montre l’aspect dynamique de la spectrine sur les protéines 
membranaires. Le rôle du squelette de spectrine est d’organiser la bicouche lipidique et de 
contrôler la diffusion des protéines membranaires. Ce modèle souligne la flexibilité du réseau de 
spectrine. (Image tirée de l’article de M.A De Matteis, Jon .S Morrow (2000)). 
 
 
De Matteis et Morrow décrivent le squelette membranaire dépendant de la spectrine 
comme un réseau dynamique contrôlant les mouvements des protéines 
membranaires, cytosoliques, ainsi que certains phospholipides liés à la spectrine. Il 
limite la déformabilité de la membrane et la diffusion latéral des protéines 
membranaires, et contrôle leur espacement dans des variations de longueur du 





La spectrine lie un certain nombre de protéines de façon directe ou indirectement: le 
monomère β de la spectrine interagit avec des types de protéines très variés et 
différents du monomère α. Ces protéines liées à la spectrine ont des rôles dans les 
processus cellulaires comme la polarisation, l’adhérence, la migration, la 
prolifération, la signalisation …. 
Les interactions avec ces protéines peuvent donc conférer des rôles potentielles 
multiples à la spectrine sachant que si les interactions entre ces protéines sont bien 
connues et établies, les fonctions multiples de la spectrine, elles, restent encore a 
être déterminées dans la plupart de ces processus cellulaires. 
 
IV.2.4.3 La spectrine et le remodelage de la membrane  
 
Le remodelage du squelette membranaire dépendant de la spectrine par clivage 
dans la boucle CCC de la spectrine par des protéases constitue un point 
supplémentaire dans la dynamique de ce squelette membranaire. Des processus 
comme l’exocytose, l’endocytose, la migration font appel à des modifications de la 
membrane et des structures sous-jacentes donc au remodelage du réseau de 
spectrine. 
Il apparaît que le clivage de la spectrine non érythroïde par des calpaïnes (chaine α 
et β) affecte la tétramérisation des dimères de spectrine et entraîne une dissociation 
des complexes d’actine (Harris, A.S. et Morrow, J.S. 1990). De plus l’association 
entre la spectrine et la membrane est diminuée après clivage de la spectrine β (Hu, 
R.J. et Bennett, V. 1991). Le clivage de la chaîne α se produit lors de la stimulation 
du récepteur NMDA mais ne conduit pas à la mort cellulaire (Di Stasi, A.M.,Gallo, V. 
et al. 1991), il serait plutôt un processus physiologique associé à la plasticité du 
squelette membranaire. 
 
Le clivage anormal de la spectrine non érythroïde pourrait s’avérer pathologique (Di 
Stasi, A.M.,Gallo, V. et al. 1991; Seubert, P.,Peterson, C. et al. 1990). Dans des 
maladies auto-immunes, comme le lupus érythémeux ou le syndrome de Gougerot 
Sjogren (Watanabe, T.,Tsuchida, T. et al. 1999; Hayashi, Y.,Yayagi, K. et al. 2000), 
les patients développent des anticorps dirigés contre les parties clivées de la 




spécialement lacrymale et salivaire, avec des rhumatismes inflammatoires 
chroniques. 
D’autres études montrent une possible implication de la dégradation de la spectrine 
dans le développement de la maladie d’Alzheimer (Fernandez-Shaw, C.,Marina, A. et 
al. 1997). La dégradation de la spectrine non érythroïde pourrait être également 
impliquée dans l’ischémie (Doctor, R.B.,Bennett, V. et al. 1993). La protéolyse de la 
spectrine pourrait contribuer au changement morphologique des cellules 
accompagnant l’hypoxie des cellules neuronales et épithéliales et la dégénérescence 
des neurones (Seubert, P.,Peterson, C. et al. 1990). 
 
Cependant, malgré les nombreux travaux suggérant un rôle important du clivage de 
la spectrine dans des processus impliqués dans de nombreux phénomènes 
cellulaires, notre étude très récente sur des souris transgéniques exprimant une 
chaîne de spectrine α  délétée de son site hypersensible aux protéases (cette 
délétion de la boucle CCC de la spectrine αII) montre que ces souris sont viables, en 
excellente santé ; elles ne possèdent aucuns phénotypes dans des conditions 
standards d‘élevage (Meary, F.,Metral, S. et al. 2007). 
 
IV.2.4.4 La spectrine et l’adhérence cellulaire 
 
La spectrine pourrait être impliquée dans différentes structures d’adhérence de type 
cellule-cellule comme les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les ‘jonctions 
gap ’ ou dans les contacts cellule-matrice extracellulaire.  
 
 
IV.2.4.4.1 Les interactions cellule-cellule 
 
Les jonctions adhérentes : Les cadhérines sont les protéines majoritaires dans les 
jonctions adhérentes, elles sont les premières recrutées dans ces structures avant le 
recrutement d’autres protéines comme la β-caténine, l’α-caténine, la spectrine, 
l’adducine, l’actine et la protéine 4.1. La spectrine βII via son extrémité N terminale 
interagit avec l’α-caténine (Tepass, U. 2002) et facilite l’assemblage de la spectrine à 




que la spectrine βII joue un rôle dans la biogénèse de la membrane latérale (Kizhatil, 
K.,Yoon, W. et al. 2007).  
Les jonctions serrées : elles définissent une barrière entre la membrane apicale et 
la membrane basale. Elles sont présentes dans certains épithéliums (épithéliums 
étanches) et dans l’endothélium cérébral. Ces structures sont des complexes 
multiprotéiques qui contiennent entre autres, la protéine ZO1 qui lie la spectrine, 
(Bennett, V. 1990) (Beck, K.A. et Nelson, W.J. 1996; Tsukamoto, T. et Nigam, S.K. 
1997), la protéine ZO2 qui est en interaction avec la protéine 4.1R (Mattagajasingh, 
S.N.,Huang, S.C. et al. 2000). Les interactions entre les protéines des jonctions 
serrées et les protéines du cytosquelette comme la spectrine ou la protéine 4.1R 
constituent des processus dynamiques (lien avec le cytosquelette d’actine) 
impliquées aussi dans la morphologie des cellules épithéliales (Bennett, V. 1990; 
Beck, K.A. et Nelson, W.J. 1996). 
Les jonctions gap : la protéine constitutive des ‘jonctions gap ’ est la connexine. 
Dans le muscle cardiaque, cette protéine interagit avec la spectrine αII par l’insertion 
de 20 résidus localisé dans l’unité répétitive α9 à proximité du domaine SH3 
(isoforme de αII Σ1). La spectrine stabilise la connexine 43 dans les jonctions gap  et 
pourrait intervenir dans la signalisation cellulaire en modulant les interconnexions 
entre les cellules (Ursitti, J.A.,Petrich, B.G. et al. 2007). 
La spectrine interagit (directement ou indirectement via l’ankyrine) avec des 
molécules d’adhérence et pourrait jouer un rôle dans l’adhérence. La spectrine βI, 
par les unités répétitives β2 et β3, lie les isoformes 140 et 180 de N-CAM (neural cell 
adhesion molecule). Ces protéines sont impliquées dans les contacts cellule-cellule. 
L’interaction de la spectrine avec ces protéines est importante pour l’élongation des 
neurites (Pollerberg, G.E.,Burridge, K. et al. 1987; Leshchyns'ka, I.,Sytnyk, V. et al. 
2003). 
D’autres protéines s’associent indirectement à la spectrine via l’ankyrine, comme les 
protéines de la famille des L1CAM : L1CAM, Neurofascine, NgCAM, NrCAM et 
Neurogliane (Davis, J.Q. et Bennett, V. 1994 ; Davis, J.Q.,Lambert, S. et al. 1996). 
Ces protéines exprimées dans le système nerveux, et, comme les N-CAM, sont 
impliquées dans les contacts cellule-cellule. Elles jouent des rôles importants dans le 
développement du système nerveux, et des mutations dans ces protéines sont 




le gène de L1CAM avec comme manifestations cliniques l’hydrocéphalie, le retard 
mental, une tonicité augmentée des muscles des jambes (spasticité). 
 
IV.2.4.4.2 Les interactions cellule matrice extra-
cellulaire  
 
Le squelette membranaire dépendant de la spectrine interagit directement avec des 
protéines dont la fonction est d’adhérée à la matrice extracellulaire, par exemple la 
protéine B-CAM Luthéran. Cette interaction directe a été décrite dans le globule 
rouge (Kroviarski, Y.,El Nemer, W. et al. 2004). Il a été montré que cette interaction 
avec la spectrine érythroïde, module l’adhérence de l’érythrocyte sur la laminine α5 
(substrat de la protéine B-CAM) : quand l’interaction entre la spectrine αI (unité 
répétitive α4) et B-CAM est annihilée, le globule rouge adhère beaucoup plus à la 
laminine (An, X.,Gauthier, E. et al. 2008). 
Des études en immunofluorescence montre une co-localisation entre le domaine 
SH3 de la spectrine αII et une molécule d’adhérence à la matrice extracellulaire, 
l‘intégrine β3. Il a été montré la présence du domaine SH3 de la spectrine αII lors de 
la formation des clusters d’intégrines β3. Sachant que ces regroupements 
d’intégrines sont connus comme initiant l’adhérence des cellules et leur étalement 
(Bialkowska, K.,Saido, T.C. et al. 2005), la spectrine αII pourrait jouer un rôle dans 
l‘adhérence de la cellule non érythroïde à la matrice extracellulaire en contrôlant la 
formation de certaines structures d’adhérence.  
L’interaction entre les structures d’adhérence comme les points focaux et la spectrine 
αII pourrait se faire directement mais aussi indirectement grâce à une protéine 
intracellulaire : la plectine. Cette protéine joue le rôle de liaison entre les 
microtubules, les filaments intermédiaires et le cytosquelette d’actine et est présente 
surtout dans des structures d’adhérence mais aussi dans les desmosomes et les 
hemidesmosomes des cellules épithéliales (Leung, C.L.,Green, K.J. et al. 2002). Une 
étude in vitro montre une interaction de la plectine avec la spectrine α (Herrmann, H. 
et Wiche, G. 1987).On peut imaginer que la plectine peut faire le lien entre la 
spectrine α et des molécules présentes dans les structures d’adhérence comme les 
intégrines et ainsi elle pourrait contrôler la dynamique de ces structures (Geerts, 






IV.2.4.5 La spectrine et la polarisation 
 
La polarité est une fonction essentielle pour la cellule, elle se définit par la 
répartition asymétrique et le maintien de certains organites, de certaines protéines 
membranaires. L’établissement de la polarité cellulaire peut être un processus 
transitoire lors de certains évènements cellulaires comme la migration, la division 
cellulaire, mais elle est aussi définitive comme dans les neurones ou les cellules 
épithéliales. Le squelette membranaire dépendant de la spectrine pourrait être 
impliqué dans l’établissement ou le maintien de cette polarité cellulaire. 
 
-Etablissement de la polarité  
 
Il a été montré récemment le rôle de la spectrine βII dans la biogénèse de la 
membrane latérale de cellules de bronche humaine. La perte de l’expression de la 
spectrine βII provoque un défaut de la membrane latérale (Kizhatil, K.,Yoon, W. et al. 
2007). D’autres observations indiquent que les distributions spécifiques de la 
spectrine, au pôle basolatéral ou en apical suivant le type cellulaire, induisent des 
localisations membranaires différentes de la Na/K/ATPase. Dans la cellule rénale 
polarisée, la spectrine est localisée dans la partie basolatérale de la cellule et est liée 
à la NA/K/ATPase via l’ankyrine (Nelson, W.J. et Veshnock, P.J. 1986 ; Nelson, W.J. 
et Veshnock, P.J. 1987 ; Kashgarian, M.,Morrow, J.S. et al. 1988; Davis, L.,Lux, S.E. 
et al. 1989 ; Morrow, J.S.,Cianci, C.D. et al. 1989; Nelson, W.J. et Hammerton, R.W. 
1989; Gundersen, D.,Orlowski, J. et al. 1991; Devarajan, P.,Scaramuzzino, D.A. et 
al. 1994; Piepenhagen, P.A.,Peters, L.L. et al. 1995). Par contre dans l’épithélium 
rétinal pigmentaire ou le squelette membranaire dépendant de la spectrine est 
principalement localisé en apical, cette pompe se localise au pôle apical (Alper, 
S.L.,Stuart-Tilley, A. et al. 1994 ; Rizzolo, L.J. et Zhou, S. 1995). 
Le squelette membranaire dépendant de la spectrine peut intervenir dans 
l’établissement de la polarité par action directe sur le transport et l’adressage des 
protéines à la membrane ou bien dans ses multiples interactions avec des protéines 
membranaires selon la diversité de sa composition. Par exemple dans les cellules 
neuronales, la spectrine βIIΣ2 (isoforme avec à l’extrémité C- terminal un domaine 




schwannomine (protéine impliquée dans l’organisation du réseau d’actine) (Chen, 
Y.,Yu, P. et al. 2001) tandis que la spectrine βIIΣ1 est présente dans les 
terminaisons synaptiques de l’axone et interagit avec le récepteur NMDA (la stabilité 
de ce récepteur via la spectrine à des conséquences sur le morphologie 
membranaire synaptique). Un autre exemple montre une différence de localisation 
entre la spectrine βV (latérale) et la spectrine βII (plateau cuticulaire) dans des 
cellules ciliées externes (Legendre, K.,Safieddine, S. et al. 2008). La localisation des 
différentes spectrines pourrait être importante pour la polarisation de la cellule 
puisque chaque spectrine va interagir avec des protéines membranaires qui lui sont 
propres et ainsi, et pourrait former des micro-domaines spécialisés au sein de la 
membrane.  
 
-Maintien de la polarité des cellules 
 
Dans les cellules épithéliales polarisées le pôle apical est délimité du pôle basolatéral 
par les jonctions serrées qui assurent la fonction de barrière imperméable entre les 
deux compartiments. Des études montrent que lorsque l’ATP intracellulaire est 
diminuée mimant ainsi l’ischémie, la proportion de spectrine interagissant avec les 
jonctions serrées, et plus précisément avec ZO-1, augmente. Le lien direct ou 
indirect entre la spectrine et ZO-1 pourrait être régulée par le calcium ou la 
phosphorylation des protéines (Tsukamoto, T. et Nigam, S.K. 1997). 
Beaucoup d’observations montrent une délocalisation de protéines membranaires 
lorsque l’interaction de ces protéines et le squelette membranaire dépendant de la 
spectrine est abolie. Cette modification de localisation de ces protéines membranaire 
entraine une perte de fonction pouvant être associée avec une pathologie. 
Dans les cellules épithéliales de colon CaCo-2, la surexpression du domaine de 
liaison de l’actine ou du domaine de liaison à l’ankyrine de la spectrine non 
érythroïde entraine progressivement au bout de 10 – 14 jours de culture une perte 
d’expression de la spectrine endogène. Ces cellules perdent leur morphologie 
épithéliale et deviennent multinucléées. La localisation de la pompe Na/K/ATPase 
est modifiée (Hu, R.J.,Moorthy, S. et al. 1995). Comme pour la pompe Na/K/ATPase 
localisée à la membrane basolatérale grâce à la spectrine, le squelette membranaire 
dépendant de la spectrine est responsable de l’adressage de l’échangeur Na+/H+ 




NHE2, cet échangeur est délocalisé à la membrane basolatérale (Chow, C.W. 1999). 
Chez des souris présentant un déficit en spectrine βIV, il a été montré une 
délocalisation du canal potassium dépendant du voltage, KCNA dans le nerf 
myélinisé ce qui engendre chez ces souris, des tremblements avec des troubles 
auditifs et moteurs (Parkinson, N.J.,Olsson, C.L. et al. 2001). 
Ces différents exemples montrent que la spectrine est impliquée dans la localisation 
spécifique de protéines à la membrane. La spectrine joue un rôle dans la polarisation 
de la cellule mais aussi dans le maintien de cette polarisation par accumulation de 
protéines de membrane et le maintien de ces protéines dans des structures 
(complexes de protéines). 
 
 
IV.2.4.6 La spectrine : une machine accumulatrice 
 
Le squelette membranaire dépendant de la spectrine participe à la localisation de 
nombreuses protéines membranaires comme par exemple la pompe Na/K/ATPase 
liée la spectrine βII via l’ankyrine ou le canal KCNA lié à la spectrine βIV. Pinder et 
Baines (2000) proposent pour la spectrine un rôle de machine accumulatrice de 
protéines (Pinder, J.C. et Baines, A.J. 2000). Dans les cellules épithéliales, les 
protéines de l’adhérence, comme les cadhérines, établiraient des contacts cellule-
cellule. Une fois ces contacts établis, ces protéines recruteraient dans un premier 
temps l’ankyrine, qui permettrait ensuite le recrutement de la spectrine à la membrane 
basolatérale. Par la suite, des protéines comme la Na/K/ATPase seraient stabilisées à 
la membrane basolatérale (figure 17 en page 56).  
 
Des observations faites par Williams chez la drosophile en 2004, montrent une 
augmentation de la demi-vie des protéines membranaires liées à la spectrine 
(Williams, J.A.,MacIver, B. et al. 2004). Ces données montrent que les protéines liées 
à la spectrine restent plus longtemps à la membrane plasmique en comparaison avec 
les protéines non liées qui sont internalisées beaucoup plus rapidement par 
endocytose, mais un article publié récemment de A.Das de 2008 montre que la 
formation du squelette membranaire peut être différente suivant le type cellulaire (Das, 





Le rôle de la spectrine et plus spécifiquement ses domaines pourraient avoir des 
implications dissemblables pour l’assemblage du squelette membranaire dépendant 
de la spectrine, dans des cellules de glande salivaire, des cellules de l’intestin moyen 





Figure 17 : Représentation du rôle de la spectrine comme accumulateur de protéines. Le 
premier contact entre les cellules est établi par des molécules d’adhérence (b), les complexes 
vont recruter l’ankyrine qui ensuite liera les tétramères de spectrine (c) ; Ce complexe stabilisera 
la membrane latérale, permettant le recrutement et la stabilisation à la membrane de la 
Na/K/ATPase (d). (Image tirée de l’article de l’article de Jennifer C. Pinder et Anthony J. Baines 
dans Nature (Pinder, J.C. et Baines, A.J. 2000)). 
 
 
IV.2.4.7 La spectrine et le transport intracellulaire 
 
Il a été montré que le squelette membranaire dépendant de la spectrine pourrait être 
impliqué dans la polarisation cellulaire du fait des interactions spécifiques observées 
entre les différents squelettes membranaires de spectrine et les protéines de 
membrane, mais aussi du fait que, la spectrine pourrait jouer un rôle dans 
l’adressage des protéines membranaires dans différents compartiments de la 
membrane plasmique. Ce squelette membranaire dépendant de la spectrine est 




(présence de spectrine βI) (Beck, K.A.,Buchanan, J.A. et al. 1994) le réticulum 
endoplasmique (ER) mais aussi dans les granules de cellules chromaffines, dans les 
vésicules synaptiques, dans la membrane nucléaire, et dans une partie du maillage 
cytoplasmique liant des vésicules.  
Un modèle (figure 18 ci-dessous) propose pour la spectrine des fonctions 
d’organisatrice et de stabilisation de la membrane golgienne, conférant à celle-ci sa 
forme et son intégrité structurale. Cet échafaudage pourrait jouer aussi un rôle 
dynamique dans l’assemblage ou le désassemblage de ce compartiment permettant 
le trafic de vésicules intracellulaires. Le squelette membranaire dépendant de la 
spectrine pourrait être impliqué dans le bourgeonnement des extrémités des sacs 
golgiens afin de former les vésicules golgiennes, dans le processus d’arrimage des 
vésicules, ou dans la recapture et le remodelage des sous compartiments golgiens. 
 





Figure 18: Représentation du modèle du squelette de la spectrine dans l’appareil de golgi 
proposé par De Matteis et Morrow (2000). ER réticulum endoplasmique, CVT cluster de 
vésicules tubulaires, MP membrane plasmique. (Image tirée de l’article de M.A De Matteis, Jon 






IV.2.4.7.1 La spectrine dans le trafic intracellulaire du 
Réticulum Endoplasmique vers le Golgi 
 
Plusieurs études montrent que le squelette membranaire semble être impliqué dans 
le trafic intracellulaire de vésicules. Une étude surexprimant le domaine N-terminal 
de la spectrine βI (un peptide recouvrant les domaines « actin binding domain » et 
« MAD1 ») bloque le transport de la pompe Na/K/ATPase du Réticulum 
Endoplasmique (ER) vers le Golgi (Devarajan, P.,Stabach, P.R. et al. 1997) et la 
présence de cette spectrine serait régulée par la petite protéine G, ARF, (ADP 
ribosylation factor) qui contrôle l’architecture et la dynamique du Golgi (Godi, 
A.,Santone, I. et al. 1998). D’autres travaux montrent que la spectrine βIII, présente 
dans le Golgi, (Stankewich, M.C.,Tse, W.T. et al. 1998) est co-purifiée et co-
précipitée avec la dynactine (protéine moteur). La spectrine se lie directement à la 
centractine (Arp1), composant du complexe dynactine, par le domaine d’interaction à 
l’actine (Holleran, E.A.,Tokito, M.K. et al. 1996). Sachant que la dynactine constitue 
le complexe dynéine/dynactine impliqué dans le transport de l’ER vers Golgi, la 
spectrine pourrait jouer un rôle sur le transport de ces vésicules (figure 19 en page 
60).  
La spectrine interviendrait également dans le transport dépendant de la dynactine 
des mélanosomes, (étude réalisée dans les mélanophores de Xénope) (Aspengren, 
S. et Wallin, M. 2004) et le transport rétrograde axonal (Muresan, V.,Stankewich, 
M.C. et al. 2001). Une étude sur la spectrine αII montre qu’elle interagit avec des 
protéines moteur de la superfamille des kinésines, KIF3 par l’intermédiaire de KAP3, 
(kinesin–associated protein) impliquées dans le transport axonal (Takeda, 
S.,Yamazaki, H. et al. 2000).  
 
IV.2.4.7.2 La spectrine dans l’adressage de vésicules 
du Golgi vers la membrane plasmique 
 
Le trafic des protéines vers la membrane apicale ou basolatérale se fait grâce à des 
motifs spécifiques que possèdent les protéines (Nelson, W.J. et Yeaman, C. 2001). 
Le squelette membranaire dépendant de la spectrine pourrait avoir un rôle important 




plasmique. Cette fonction a été suggérée par l’étude des interactions de protéines 
SNARES, composants de la machinerie de la fusion membranaire (Chen, Y.A. et 
Scheller, R.H. 2001). Il existe plusieurs types de SNARE : les SNAREs vésiculaires 
appelée v-SNARE (compartiment donner) comme la synaptobrévine, les SNAREs 
cibles appelée t-SNARES (compartiment accepteur) comme la syntaxine ou SNAP-
25. L’interaction entre v-SNARE et t-SNARE permet l’arrimage des vésicules et leur 
fusion à la membrane du compartiment accepteur. 
Des études montrent un lien entre la spectrine αII et les syntaxines ce qui suggére un 
rôle de la spectrine dans les processus de transport vésiculaires (Nakano, 
M.,Nogami, S. et al. 2001; Teng, F.Y.,Wang, Y. et al. 2001).  
Dans les cellules T, la spectrine βI est impliquée dans l’activité de CD45, une 
phosphatase nécessaire au développement des thymocytes (activation), et dans la 
production de l’interleukin-2 (Pradhan, D. et Morrow, J. 2002). Les auteurs proposent 
que l’accumulation membranaire de CD45 est du au rôle de la spectrine dans le 
transfert de vésicules. 
La spectrine est très exprimée dans le cerveau, constituant entre 2 à 3% des 
protéines totales (Davis, J. et Bennett, V. 1983; Bennett, V. et Gilligan, D.M. 1993). 
Dans les neurones, le squelette membranaire pourrait être impliqué dans la 
polarisation du transport axonal de protéines (Levine, J. et Willard, M. 1981), la 
spectrine est localisée dans les synapses, et jouerait un rôle dans la connexion de 
vésicules synaptiques avec la membrane présynaptique neuronale (Goodman, 
S.R.,Zimmer, W.E. et al. 1995) grâce à des interactions avec la synapsine (Sikorski, 
A.F.,Terlecki, G. et al. 1991) et MUNC13 (Sakaguchi, G.,Orita, S. et al. 1998) qui 
sont deux protéines spécifiques des vésicules synaptiques. L’isoforme de la 
spectrine βIIΣI a été démontrée être une protéine essentielle de la transmission 
synaptique, elle est présente dans les vésicules synaptiques et participe à 
l’adhérence des ces vésicules dans les terminaisons nerveuses. 
 
Le modèle SAATS (spectrine ankyrin adapter protein tethering system) montre la 
spectrine présente dans les vésicules pre- et post- golgienne et un défaut de 
spectrine serait accompagné par une interruption des processus de transport (figure 
19 en page 60) (Devarajan, P.,Stabach, P.R. et al. 1997). La spectrine pourrait être 
impliquée dans la sélection de vésicules cargo du réticulum endoplasmique et dans 




golgiens. Ce transport se ferait grâce à l’action du complexe dynéine/dynactine le 
long des microtubules du cis golgi. Les vésicules non attachées à la spectrine 
pourraient entrer dans un transport inverse et réintégrer le RE. 
 




Figure 19: Le modèle SAATS (spectrin ankyrin adapter protein tethering system) pourrait lier 
et regrouper des vésicules du réticulum endoplasmique (RE) pour effectuer le transport de 
plusieurs vésicules via les protéines dynéine et dynactine le long des microtubules jusqu’au cis 
golgi (1,3). Alternativement, SAATS pourrait aussi être un système interne du RE (2). Les 
vésicules des compartiments intermédiaires qui ne sont pas capturées par le SAATS pourraient 
retourner au RE. En ce qui concerne le trans-golgi (TGN) et après (4), la spectrine liée à 
certaines protéines pourrait jouer le rôle de triage des protéines afin de donner le bon chemin, 
l’adressage des protéines vers la membrane plasmique (MP). (Image tirée de l’article de M.A De 






IV.2.4.8 La spectrine et l’endocytose / exocytose 
 
La spectrine pourrait réguler l’exocytose (Fujimoto, T.,Lee, K. et al. 1991). La 
stimulation de la sécrétion des cellules chromaffines par la nicotine provoque une 
réorganisation de la spectrine α (Perrin, D.,Moller, K. et al. 1992). Lorsque ces 
cellules sont perméabilisées et traitées avec un anticorps dirigé contre la spectrine 
αII, la sécrétion est inhibée. Les auteurs émettent l’hypothèse suivante : la spectrine 
αII jouerait le rôle de barrière dans l’exocytose (Aunis, D. et Bader, M.F. 1988). Par 
ailleurs comme il a été déjà dit, il a été montré que la spectrine αII interagissait avec 
des protéines de la famille des syntaxines, protéines cruciales dans les processus de 
fusion de vésicule dans les voies d’exo et d’endocytose. (Nakano, M.,Nogami, S. et 
al. 2001). Des travaux sur des mutants spectrine (α et β) chez la drosophile ont 
montré des défauts de sécrétion de neurotransmetteurs dans l’espace pré-
synaptique (Featherstone, D.E.,Davis, W.S. et al. 2001). Ainsi la spectrine pourrait 
réguler ces phénomènes de sécrétion.  
 
IV.2.4.9 La spectrine et le noyau 
 
Plusieurs travaux montrent que la spectrine est présente dans le noyau (McMahon, 
L.W.,Walsh, C.E. et al. 1999; McMahon, L.W.,Sangerman, J. et al. 2001; Tse, 
W.T.,Tang, J. et al. 2001; Sridharan, D.,Brown, M. et al. 2003). 
Deux isoformes de la spectrine βIV (Σ1 et Σ5) sont observées dans le noyau, 
l’isoforme Σ1 aurait un rôle dans la formation du squelette nucléaire tandis que 
l’isoforme Σ5 serait plutôt présente dans les corps nucléaires PML ‘PML nuclear 
bodies’. Tse et collaborateurs suggèrent que le squelette nucléaire, formé par la 
spectrine βIV, pourrait participer au recrutement et à l’organisation de protéines 
nucléaires comme des facteurs de transcription (comme la protéine du 
rétinoblastome et p53, qui sont présentes dans les corps PML mais le lien avec la 
spectrine n’est pas connu), des facteurs d’épissage des ARNs, des enzymes de 
réparations de l’ADN (Tse, W.T.,Tang, J. et al. 2001). La spectrine αII a été 
également observée dans le noyau de cellules humaines. Elle est présente dans des 
complexes protéiques associés à la chromatine (Sridharan, D.,Brown, M. et al. 
2003). Des expériences de co-immunoprécipitation montrent qu’elle est associée à 




protéines de structure, des protéines remodelant la chromatine, des protéines qui 
jouent un rôle dans la transcription et le développement des ARNs (Sridharan, 
D.M.,McMahon, L.W. et al. 2006),des protéines impliquées dans la réparation de 
l’ADN comme les protéines de la famille « Fanconi Anemia » (FA) avec FANCA ou 
FANCC (McMahon, L.W.,Walsh, C.E. et al. 1999; McMahon, L.W.,Sangerman, J. et 
al. 2001). La nature de ces interactions à savoir s’il s’agissait d’interactions directes 
ou indirectes, n’est pas définie mais ces observations suggèrent que la spectrine 





































































Beaucoup de fonctions peuvent être allouées à la spectrine non érythroïde. 
Quelques rôles ont été spécifiquement attribués aux monomères β de la spectrine 
non érythroïde. En ce qui concerne le monomère α unique de la spectrine non 




 Cette étude a été élaborée pour obtenir des informations sur les fonctions du 
monomère α, l’implication de la spectrine αII (non érythroïde) dans les processus 
cellulaires comme la prolifération, l’adhérence, la migration …. 
Pour rechercher les fonctions de la spectrine αII, nous avons modifié le taux 
d’expression de la spectrine αII par la technique de SiARN et observer les 





















































































I.1 Les anticorps 
 
Les anticorps ont été dilués dans différentes solutions suivant les techniques : 
 
pour le western blot voir III.3 Electrophorèse et Western blot en page 74. 
 
pour la cytométrie en flux voir V Immunomarquage pour une analyse en 
Cytometrie en Flux en page 76. 
 
pour la microscopie VI Immunomarquage pour une analyse en microscopie en 
page 77. 
 
pour le blocage fonctionnel voir IX.3 L’expérience d’adhérence en présence 
d‘anticorps bloquants des intégrines en page 85. 
 
I.1.1Les anticorps primaires 
 
Les anticorps primaires et les dilutions utilisés dans les différentes techniques 
(western blot, cytométrie en flux, microscopie et blocage fonctionnel) sont répertoriés 
dans le tableau 2 en page 69. 
 
I.1.2 Les anticorps secondaires 
 
Les anticorps secondaires utilisés dans la technique du western blot sont des 
anticorps commerciaux (Nordic Immunology) de chèvre dirigés contre les IgG de 
souris ou de lapin et couplés à la peroxydase. Les dilutions utilisées sont 
respectivement de 1/10000 et 1/5000. L’anticorps secondaire utilisé en cytométrie en 
flux, est un anticorps de chèvre dirigé contre la souris ou le lapin couplé à la phyco-
érythrine (PE) à la concentration finale de 10 µg/mL (Beckman/coulter). Dans les 
expériences de microscopie ou de blocage fonctionnel, les anticorps secondaires 
sont des anticorps de chèvre dirigés contre la souris ou le lapin directement couplés 
à un Alexa 488 (Fluorescence verte) ou un Alexa 568 (Fluorescence rouge) dilués 










Tableau 2 : Répertoire des anticorps utilisés dans les différents travaux. 
 
 





I.2 Les agents de transfection  
 
Les agents de transfection utilisés sont : Lipofectamine 2000 (Invitrogen), 
Dharmefect4 (Dharmacon); Siport Amine (Ambion) et JetSi-endo (Polyplus). 
 
I.3 Les SiARN  
 
Les SiARN dirigés contre la spectrine ont été fournis par Dharmacon qui dispose 
d’une bibliothèque de SiARN. Il a été testé dans les premières expériences un pool 
de quatre SiARN dirigés contre la spectrine αII, puis chacun des SiARN constituant 
ce pool :  
 
1. siGENOME duplex D-009933-01 dont la séquence est 
GCAAAGAUCUUACCAAUGUUU (position dans l’unité répétitive 6) appelé 
SiARN 1 dans les expériences. 
2. siGENOME duplex D-009933-02 dont la séquence est GC 
AAGAAGCUGUCCGAUGAUU (position dans l’unité répétitive 17) appelé 
SiARN 2 dans les expériences.  
3. siGENOME duplex D-009933-03 dont la séquence est 
CAACAGAGGUAAGGAUUUAUU (position dans l’unité répétitive 7) appelé 
SiARN 3 dans les expériences. 
4. siGENOME duplex D-009933-04 dont la séquence est 
CGAGAGGAACUGAUUACAAUU (position dans l’unité répétitive 2) appelé 
SiARN 4 dans les expériences. 
 
Les SiARN ciblant la protéine p21 ont été obtenus chez Dharmacon sous forme d’un 
pool de quatre SiARN (référence siGENOME SMART POOL M-003471, Human 
CDKN1A). 
 
Un pool de SiARN contrôles, non relevant (NR), c’est à dire des SiARN qui n’ont 
aucune cible dans la cellule, a été obtenu chez Dharmacon (non targeting SiARN, D-
001210-01). Afin de tester l’efficacité des transfections, un SiARN contrôle couplé à 
un Alexa 488 a été obtenu chez Qiagen (Neg control SiARN AF488).  




Principe pour diminuer le taux d’expression d’une protéine par la technique des 
SiARN : 
 
Figure 20: Schéma du principe de diminution de l’expression protéique par l’emploi de SiARN 
(image tirée du web à l’adresse suivante www.ohsu.edu/research /core /images 
/SiARN_MWG-biotech.gif). Les SiARN transfectés dans les cellules à l'état de double brin 
(dsRNA) sont reconnus dans le cytoplasme de la cellule par un complexe protéique nommé 
RISC (RNA induce silencing complex). Ce complexe activé par libération du brin 
complémentaire de l'ARN, va reconnaitre l’ARN messagers spécifique, son transcrit cible. Une 
fois la cible liée, la protéine Ago endonucléase, faisant partie du complexe RISC, va couper le 
transcrit au niveau du site de reconnaissance. Les deux morceaux du transcrit clivé par Ago vont 
être rapidement dégradés via leurs extrémités par des exonucléases. La transfection de SiARN 
dans les cellules a donc pour conséquence la destruction spécifique des ARN messagers ciblés, 
empêchant toute nouvelle traduction de la protéine codée par ces ARN messagers. 
 




II Méthodes générales de culture cellulaire 
 
II.1 La lignée WM-266  
 
La lignée cellulaire WM-266 isolée d’un mélanome humain au stade métastasique 
(obtenue chez ATCC) a été cultivée sur plastique, dans le milieu suivant : DMEM 
Glutamax 2 mM ; 4,5 g glucose ; pyruvate 1 mM (Gibco) additionné de 10 % de 
sérum de veau fœtal (SVF PAN Biotech GmbH) et d’antibiotiques (pénicilline à 10 
000 unit/ml et streptomycine 10 000 µg/ml) en étuve humide à 37°C sous 5% de 
CO2. 
Toutes les expériences ont été effectuées sur des cellules testées sans 
mycoplasmes et ayant entre 1 à 10 passages. 
 
II.2 Le passage des cellules  
 
Le passage des cellules effectué deux fois par semaine se fait selon le protocole 
suivant :  
Les cellules sont lavées deux fois avec du D-PBS (DULBECCO’S-PBS ; 1X, 
Glucose, 1 g/l) (Gibco) sans calcium et sans magnésium, préchauffé à 37°C. Les 
cellules sont recouvertes d’une solution de trypsine 0,05 % / EDTA (soit 2-5 mL par 
flacon de 25 - 75 cm2, respectivement) et incubées à 37°C le temps néces saire pour 
visualiser leur détachement, soit environ 5 minutes pour cette lignée. L’action de la 
trypsine est ensuite neutralisée par ajout de 10 volumes de milieu de culture complet 
avec du SVF. Les cellules sont transférées dans un tube puis centrifugées à 360 g 
pendant 5 minutes. Ce protocole de détachement des cellules par la solution de 
Trypsine-EDTA est utilisé de façon commune dans les différentes expériences. 
Après élimination du surnageant, les cellules sont resuspendues dans leur milieu de 
culture DMEM. 
Les cellules sont comptées sur cellule de malassez avant d’être ensemencées (soit 
200 000-600 000 cellules pour des flacons de 25-75 cm2, respectivement).  
 
II.3 La congélation et décongélation des cellules  
 
Le culot correspondant à 2-4 millions de cellules est repris dans 1 ml de milieu de 
culture complet contenant 5% de DMSO. Les cellules sont soumises à une 




congélation progressive grâce à un bain d’alcool placé à – 80°C pendant 24 heures 
puis elles sont stockées dans des cuves d’azote liquide. 
Les ampoules conservées dans l’azote liquide sont rapidement décongelées dans 
un bain-marie à 37°C, puis le contenu est rapidemen t placé dans un flacon de 75 
cm2 contenant 15 ml de milieu de culture préchauffé à 37°C. 
 
III Méthodes générales de biochimie  
 
III.1 La lyse des cellules  
 
La lyse des cellules est réalisée directement dans le flacon de culture. Après 
élimination du milieu de culture, les cellules sont lavées deux à trois fois avec du D-
PBS (DULBECCO’S-PBS, 1X ; Glucose, 1 g/l ; Mg ; Ca) (Gibco) préchauffé à 37°C. 
Les cellules sont lysées pendant 5 minutes sous agitation à 4°C dans un tampon D-
PBS contenant 1% SDS (Sodium Dodécyl Sulfate), de l’ADNase OmniCleave™ 
Endonuclease (diluée au 1/100e  EPICENTRE Biotechnologies) et un cocktail 
d’inhibiteurs de protéases (au 1/100e) (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA ). 1 mL de 
tampon de lyse est déposé par flacon de 75 cm2. Le lysat obtenu est centrifugé 
pendant 10 minutes à 360 g, le surnageant récupéré est conservé à – 20°C.  
 
III.2 Le dosage protéique  
 
Le contenu en protéines des lysats cellulaires est estimé par la méthode 
colorimétrique de Lowry à l’aide du kit de quantification de protéine « Micro BC 
Assay » (Uptima). 
Une gamme étalon est préparée avec de l’albumine de sérum bovin (SAB) de 0 à 
1000 mg/mL diluée dans le tampon de lyse (PBS-SDS). Chaque échantillon est 
analysé en triplicate sur une plaque 96 puits. 
Chaque puits contient dans l’ordre : 15 µL de l’échantillon, 135 µL D-PBS 1X et 150 
µL d’une solution préparée extemporanément à partir des réactifs du kit (25 volumes 
de réactif A / 25 volumes du réactif B / 1 volume de réactif C). Après incubation une 
heure à 37°C, la plaque 96 puits est lue à 560 nm g râce à un lecteur de plaque. Les 
résultats sont analysés par le logiciel Biolyse. 
 




III.3 Electrophorèse et Western blot 
 
• Préparation des échantillons en vue de l’électrophorèse 
A quatre volumes de lysat protéique est ajouté un volume de tampon d’échantillon 
selon Laemmli (5X) contenant du DTT, puis les échantillons sont dénaturés dans un 
bain marie avec une eau à ébullition, durant deux minutes.  
Entre 10 - 40 µg de protéines sont déposés par puits. Le volume déposé est fonction 
de la concentration protéique.  
Les électrophorèses sont réalisées en gels de poly-acrylamide à une concentration 
de 7 % à 12 % suivant la taille des protéines d’intérêt. La migration verticale se fait 
en tampon Tris-Glycine-SDS à voltage constant (120-150 V). 
 
• Le transfert sur membrane de nitrocellulose 
Le transfert des protéines s’effectue en conditions semi sèches en tampon Tris-
Glycine sur une membrane de nitrocellulose 0.45 µM (PROTAN) à voltage constant 
(25 V) pendant 90 à 120 minutes. Pour l’étude de protéines de faible poids 
moléculaire (<30-25 kDa), le transfert se fait en présence de méthanol (20%) sur 
une membrane de nitrocellulose 0.1 µM  pendant 80 min. 
Après électrophorèse, la qualité du transfert est vérifiée par coloration de la 
membrane au rouge Ponceau pendant cinq minutes à température ambiante sous 
agitation. La qualité du transfert peut être également vérifiée par coloration des 
protéines restées sur le gel d’acrylamide au bleu de Coomassie et décoloration à 
l’acide acétique 10%.  
 
• Le blocage et l’incubation des anticorps 
La membrane est saturée afin d’éviter le bruit de fond (interactions non spécifiques 
des anticorps) par incubation dans du lait écrémé à 5% dans du PBS 1X, contenant 
0.05% Tween-20 (PBS-T) pendant une heure à 37°C. Ap rès saturation, la 
membrane est incubée dans la solution lait/PBS-T contenant les anticorps primaires 
à la concentration adéquate, pendant une nuit à 4°C  ou une à deux heures à 37°C.  
Après trois lavages de 10 minutes avec du PBS-T, la membrane est incubée une 
heure à température ambiante sous agitation avec l’anticorps secondaire conjugué à 
la peroxydase diluée à la concentration adéquate dans la solution Lait/ PBS-T. La 
membrane est lavée trois fois en PBS-T pendant 10 minutes. 





• La révélation des membranes par chemiluminescence 
L’activité de la péroxydase sur son substrat (solution d’ECL « Enhanced Chemi 
Luminescence » Supersignal West Pico chemiluminescence’s substrate de chez 
Pierce) émet un signal lumineux durant la réaction enzymatique dont l’intensité est 
proportionnelle à la quantité de protéine présente sur la membrane. Ce signal est 
détecté par une camera placée dans une chambre noire (système « Chemidoc » de 
BioRad), et est accumulé en fonction du temps. L’image obtenue par la camera est 
numérisée et sera analysée à l’aide du logiciel Quantity one (BioRad). Ce logiciel 
permet une analyse semi-quantitative des protéines, les signaux dégagés par 
l’activité de la peroxydase, qui dépendent de la quantité de protéine  reconnue par 
l’anticorps primaire peuvent être comparés entre les pistes de la même membrane. 
 
IV La transfection des cellules WM266 par les SiARN 
 
Les paramètres techniques de transfection en suspension des WM-266 par les SiARN 
dirigés contre la spectrine avec l’agent jetSi-ENDO sont décrits dans ce chapitre, pour 
les transfections effectuées avec d’autres agents de transfection comme Dharmafect 
4, Lipofectamine 2000, ou Siport Amine, nous avons suivi les recommandations du 
fabricant. 
 
IV.1 La préparation du mélange de transfection  
 
Deux solutions sont préparées pour la transfection des cellules: 
- Les SiARN sont dilués à la concentration désirée dans 25 µL d’Opti-MEM 
(Gibco). 
- L’agent de transfection jetSI-ENDO (Polyplus), dilué au 1/25ème dans de 
l’Opti-MEM est mélangé vigoureusement.  
Après une incubation de 10 minutes, la solution d’agent de transfection est ajoutée 
et mélangée délicatement volume à volume à la solution de SiARN. Le mélange 
(agent de transfection dilué/SiARN) est incubé 30 minutes à température ambiante. 
 




IV.2 La préparation des cellules à transfecter  
 
Les transfections ont été réalisées sur les cellules en suspension. Après récupération 
de cellules par la solution de trypsine-EDTA, ces cellules sont remises en suspension 
dans du milieu DMEM complet sans antibiotique, elles sont comptées, puis diluées à 
la concentration de 100 000 cellules/mL dans le milieu sans antibiotiques. 
La transfection se fait par addition du mélange de transfection (un volume) avec 5 
volumes de la solution contenant les cellules WM-266 (100 000 cellules par mL). 
Après un mélange à la pipette, les cellules sont immédiatement déposées dans des 
chambres de culture en respectant le rapport de 10 000-12 000 cellules par cm2. Le 
milieu est remplacé 12 heures après la transfection par un milieu DMEM complet 
avec antibiotiques.  
 
V Immunomarquage pour une analyse en Cytometrie en Flux  
 
Le marquage se fait sur des cellules non fixées pour l’analyse des protéines 
transmembranaires et sur des cellules perméabilisées par l’éthanol pour l’étude de 
protéines intracellulaires ou lorsque l’épitope de la protéine d’intérêt reconnu par 
l’anticorps se trouve dans la cellule.  
Cette expérience nécessite 2x106 cellules. Les cellules en suspension sont lavées 
trois fois avec du PBS froid, puis 1,5 mL d’éthanol à 60% sont ajoutés très 
doucement en deux fois au culot cellulaire. Après 15 minutes d’incubation dans de la 
glace, le culot est lavé trois fois, puis les cellules sont resuspendues dans un volume 
de 200 µL de PBS, contenant 1% d’albumine de sérum bovin (PBS- BSA) et 4 µL de 
sérum normal d’âne (NDS : normal donkey serum D9663 de chez Sigma). Après 
mélange, les cellules sont incubées pendant 30 minutes à la température ambiante. 
Les cellules (50 µL) sont incubés avec 100 µL d’une solution d’anticorps primaires 
dilués dans du PBS-BSA pendant 45 minutes à température ambiante. Après deux 
lavages en PBS, le culot de cellules est resuspendu dans 100 µL d’une solution d’un 
anticorps secondaire (5 µg/mL) conjugué à la phyco-érythrine (PE) dans du PBS-
BSA. Après 30 minutes d’incubation, les cellules sont lavées avec 4 mL de PBS. 
Ces cellules sont resuspendues dans 500 µL du PBS-BSA.  




Les cellules peuvent être analysées au cytomètre en flux afin de quantifier la 
protéine d’intérêt ciblée (quantification par comparaison de la fluorescence des 
cellules ayant reçues le même protocole mais en présence d’IgG non-spécifiques). 
 
VI Immunomarquage pour une analyse en microscopie 
 
Les cellules sont cultivées sur lame en verre de chambres de culture de type Lab-




VI.1 Traitement des cellules avant marquage  
 
Après trois lavages très doux avec du D-PBS préchauffé à 37°C (DULBECCO’S-
PBS, 1X + Glucose, 1g/l, +Mg, +Ca) et élimination complète du D-PBS, les cellules 
adhérentes sont fixées par le paraformaldéhyde (PFA), dilué à 4% dans du D-PBS et 
préchauffé à 37°C) (300 µL par puits) pendant 25 mi nutes à 37 °C. Les cellules sont 
lavées ensuite deux fois pendant 5 minutes avec du D-PBS puis elles sont incubées 
pendant 10 minutes avec du NH4Cl à 50 mM afin de neutraliser l’action du PFA. De 
nouveau, les cellules sont lavées deux fois 5 minutes par du D-PBS puis les 
membranes des cellules sont perméabilisées avec du Triton X100 à 0.5% pendant 
10 minutes et de nouveau trois lavages de 5 minutes sont faits avec du D-PBS pour 
éliminer toutes les traces résiduelles de Triton X100. Les cellules sont prêtes pour le 
marquage par les anticorps.  
 
VI.2 Le marquage des cellules  
 
Les cellules sont incubées avec une solution qui sature les sites, Image-iTTM 
(Invitrogen) pendant 30 minutes à température ambiante. Après lavages par du PBS, 
les cellules sont incubées pendant une heure à température ambiante en présence 
de  l’anticorps primaire dilué dans la solution « Dako antibody diluant solution » 




(Dako Cytomation). Les cellules sont lavées 3 fois pendant 5 minutes avec du PBS 
puis elles sont incubées soit avec l’anticorps secondaire soit avec la  phalloïdine 
conjugués à un Alexa, dilués dans du Dako, pendant une heure à température 
ambiante à l’abri de la lumière afin de protéger les fluorochromes Alexa (Invitrogen). 
Les préparations sont ensuite lavées deux fois pendant 5 minutes avec du PBS puis 
elles sont recouvertes avec une solution de conservation :ProLong Gold (Invitrogen). 
Le ProLong Gold stabilise l’émission des fluorochromes (=antifading) et permet de 
sceller une lamelle à la lame. Cette préparation est mise à sécher toute la nuit à 
température ambiante à l’abri de la lumière, elle peut être conservée quelques 
semaines à 4°C. 
Les analyses des lames se font soit par la microscopie en épi-fluorescence grâce à 
une lampe à vapeur de mercure ou bien grâce à la microscopie confocale possédant 
deux lasers, un laser Argon pouvant exciter les Alexa 488 et un Hélium-Néon qui 
excite les Alexa 568. .Les objectifs utilisés dans ces analyses sont des objectifs à 
immersion de 20X, 40X et 60X. 
 
VII L’étude du cycle cellulaire  
 
VII.1 La préparation des cellules pour l’analyse du cycle cellulaire en 
cytometrie en flux 
 
Le culot cellulaire correspondant à 1 - 2X106 cellules est resuspendu dans 500 µL 
de PBS. Les cellules sont fixées par du PFA à 1% (5 mL) dans la glace pendant 15 
minutes. Le surnagent est retiré après centrifugation (300 g pendant 5 minutes). Les 
cellules sont lavées trois fois dans du PBS (5 mL) et finalement resuspendues dans 
500 µL de PBS. Les cellules sont perméabilisées par addition de 5 mL d’éthanol 
70% frais et incubation dans la glace pendant au moins 30 minutes. Puis les cellules 
sont conservées à – 20°C. 
 
VII.2 Le marquage de l’ADN par l’iodure de propidium et l’analyse en 
cytométrie en flux  
 
Après avoir éliminé l’éthanol par lavage, les cellules fixées et perméabilisées 
(comme décrit ci-dessus) sont traitées par de l’iodure de propidium (concentration 




finale, 50 µg/mL) et de la ARNase (concentration finale, 0.2 mg/mL) dans du PBS en 
présence de SAB (0.2 %). Après une incubation de 30 minutes à l’obscurité à 





Figure 21 : Analyse par cytométrie en flux du cycle cellulaire (image tirée du web à ’adresse 
suivante: www.lifespan.org/reslab/flow2final.jpg). Ce spectre du cycle cellulaire montre en 
ordonnée le nombre de cellules et en abscisse la fluorescence de l’iodure de propidium 
(marqueur de l’ADN). Les cellules possédant une quantité N d’ADN (X intensité de 
fluorescence) correspondent à des cellules en phases GO/G1 du cycle cellulaire ; les cellules 
avec une quantité 2N d’ADN (2X intensité de fluorescence) sont celles en phases G2/M. Les 
cellules possédant moins de N quantité d’ADN (moins de X intensité de fluorescence) sont des 
cellules en apoptose ou Sub-G1.  
 
 
VIII L’étude de l’apoptose  
 
Les différentes phases qui conduisent à l’apoptose, (figure 22 en page 80) induisent 
des phénomènes cellulaires détectables comme la modification du potentiel de la 
membrane mitochondriale, la fragmentation de l’ADN génomique, la perte de 
l’asymétrie membranaire, l’activation de protéases spécifiques. Nous avons choisi de 
suivre l’apoptose par les approches suivantes : analyse de l’ADN dans la cellule par 
cytométrie en flux après marquage à l’iodure de propidium (PI), de la fragmentation 




de l’ADN par la technique TUNEL et étude du potentiel de la membrane 




Figure 22: Les différentes phases durant le processus de mort cellulaire. Les conséquences des 
stimuli apoptotiques provenant de différents inducteurs (différentes voies d’induction) peuvent 
être suivies séquentiellement dans le temps. Des phénomènes apoptotiques précoces 
constituent la phase de décision mitochondriale dans lequel les membranes mitochondriales 
sont très perméables, libérant ainsi les sIMPS (soluble intermembran mitochondrial proteins) 
puis survient une phase, plus tardivement, la phase  de dégradation post-mitochondriale au sein 
duquel les cellules subissent des modifications morphologiques avec des altérations de la 
membrane, du cytoplasme et du noyau. La cellule se fragmente en corps apoptotiques. 
 
 
VIII.1 L’analyse du SubG1 du cycle cellulaire  
 
Lors de l’apoptose, les cellules se fragmentent en corps apoptotiques. L’analyse du 
cycle cellulaire par un marquage de l’ADN à l’iodure de propidium, montre des 
cellules ayant une quantité d’ADN inférieure à N (pic Sub-G1, figure 21 en page 79) 









VIII.2 Analyse de la fragmentation de l’ADN : L’effet TUNEL  
 
Le principe de l’effet TUNEL 
 
Figure 23: Méthode pour mesurer la fragmentation de l’ADN (Image tirée du protocole du kit 
APO-BRDUTM), TdT : enzyme déoxynucleotidyl transferase, Br-dUTP : desoxythymidine 5 
bromo2 desoxyuridine 5 triphosphate. 
 
 
La fragmentation de l’ADN des cellules apoptotiques est détectée par la méthode 
TUNEL grâce au kit APO-BrdU TUNEL Assay (Molecular Probes) (figure23 ci-
dessus). Le principe de cette analyse repose sur la réparation de l’ADN par une 
enzyme, la deoxy-nucleotidyl transferase (TdT), qui incorpore les desoxy ribo 
nucleotides en 3’OH, en présence d’un analogue du desoxy-thymidine, le 5 bromo2 
desoxy-uridine 5 triphosphate, Brd-UTP qui stoppe la néo-synthèse de l’ADN. 
L’incorporation de Brd-UTP est détectée grâce un anticorps dirigé contre le Brd-UTP 














Préparation des cellules et réaction enzymatique  
 
Les cellules sont préalablement traitées comme dans l’analyse du cycle cellulaire 
(fixation par le PFA et perméabilisation par l’éthanol). Après centrifugation (300 g 
pendant 5 minutes) des cellules dans l’éthanol 70%, l’éthanol est enlevé par 
aspiration et le culot cellulaire est lavé deux fois par centrifugation (300 g pendant 5 
minutes) par la solution de lavage du kit « WASH BUFFER » (1 ml).  
Le culot de cellules est resuspendu dans 50 µL de  la solution de marquage de 
l’ADN (contenant 10 µL de « buffer green », 0.75 µL d’enzyme TdT, 8 µLde  BrdUTP 
et 31.25 µL d’eau déminéralisée) et est incubé pendant 60 minutes à 37°C sous 
agitation. Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec 1 mL de ‘RINSE Buffer’ et 
centrifugées à 300 g pendant 5 minutes. 
 
Le marquage des BrdUTP incorporés 
 
Le culot de cellules est resuspendu dans 100 µL de la solution de marquage du 
BrdU (5 µL de l’anticorps dirigé contre le BrdU couplé avec un Alexa 488 dans 95 µL 
de la solution de « RINSE Buffer » du kit) et est incubé 30 minutes à la température 
ambiante à l‘abri de la lumière avant d’être analysé par cytométrie en flux. 
Cette analyse de l’apoptose peut être couplée à l’analyse du cycle cellulaire en 
effectuant un deuxième marquage de l’ADN par l’iodure de propidium. 500 µL d’une 
solution, composée d’iodure de propidium et d’ARNase (fournie dans le kit), sont 
additionnés à l’échantillon après l’incubation précédente. L’échantillon est une 
nouvelle fois incubé 30 minutes à l’abri de la lumière. 
 
VIII.3 Le DioC6 : l’analyse du ∆ψ de la membrane mitochondriale 
 
Le DiOC6 est un colorant cationique lipophile perméant (figure 23 en page 81) qui 
est stocké à l’intérieur des mitochondries dans les cellules saines. Les cellules 
rentrant en apoptose, ont leur ∆ψ de la membrane mitochondriale qui chute, libérant 
le DIOC6. Les cellules apoptotiques possèdent une fluorescence en DIOC6 
beaucoup plus faible. Ce colorant est utilisé pour la détection précoce de l’apoptose. 
 
 






Figure 24 : Structure moléculaire du DiOC 6 (image tirée d’une page web dont l’adresse est la 
suivante : www.gla.ac.uk /centres / cellengineering / Teaching-at-CCE / Teaching – MCB - G3 / 
Fluo _Labs _ Support . htm). 
 
 
Le culot cellulaire correspondant à 5X105 cellules est lavé plusieurs fois par du PBS, 
puis resuspendu dans 100 µL d’une solution de PBS contenant du DIOC6 
(concentration finale, 80 nM), de l’iodure de propidium (15 µg/mL) et de SAB (0.2%). 
Après une incubation de 30 minutes dans l’obscurité à 37°C, 200-300 µL de PBS 
sont rajoutés dans le tube avant l’analyse au cytométrie en flux. 
 
IX L’adhérence statique des cellules  
 
Dans les expériences d’adhérence, deux groupes de  cellules ont été utilisés: 
- Des cellules WM-266 qui n’ont pas été traitées par l’agent de transfection, et 
marquées par le colorant vital Hoechst 33342, ces cellules sont considérées comme 
un témoin d’adhérence. 
- Les cellules transfectées marquées par la calcéïne AM (Molecular Probes). 
 
IX.1 Préparation des cellules 
 
IX.1.1 Le marquage des cellules témoin avec le Hoechst 33342 
 
Les cellules WM-266 sont décollées du flacon de culture par un traitement avec une 
solution de versène (5 mL pour 106 cellules/mL) puis elles sont lavées deux fois en 
D-PBS, et centrifugées à 360 g pendant 5 minutes. Le culot de cellules est 
resuspendu dans un volume de 5 mL de milieu de culture DMEM sans SVF et en 
présence d’antibiotiques. Après ajout de 10 µL de Hoechst 33342 (correspondant à 




une dilution de 500), les cellules sont incubées 30 minutes dans un bain-marie à 
37°C. 
Après l’incubation, les cellules sont lavées deux fois dans le milieu de culture utilisé 
pour l’incubation, et sont comptées sur une cellule de Malassez. 
 
IX.1.2 Le marquage des cellules transfectées avec la calcéïne AM 
 
Les cellules transfectées sont récupérées par un traitement semblable aux cellules 
témoins, lavées 2 fois en D-PBS, après le deuxième lavage elles sont centrifugées à 
360 g pendant 5 minutes. Ces cellules (5x105 -106) sont resuspendues dans 1 mL de 
D-PBS en présence de calcéïne (10 µL à 1 µg/µL) et incubées pendant 30 minutes 
dans un bain marie à 37°C. Après l’incubation, les cellules sont lavées deux fois 
avec du milieu de culture et sont comptées comme précédemment.  
Ces deux marquages se font en même temps. Une fois les concentrations cellulaires 
connues, les cellules marquées au Hoechst 33342 et les cellules à étudier marquées 
à la calcéïne sont rassemblées dans un rapport de 1/1. 
 
IX.2 Tests d’adhérence  
 
Les expériences d’adhérence statique sont effectuées sur des plaques 12 puits de 
3.5 cm2. 200 000 cellules (50 µL), ce qui correspond à 100 000 cellules témoins 
marquées au Hoechst 33342 et 100 000 cellules transfectées marquées à la 
calcéïne, sont déposés par puits qui contiennent du milieu de culture DMEM complet 
contenant des antibiotiques. La plaque est incubée à 37°C à l’étuve pendant deux 
heures pour l’analyse de l’adhérence statique ou 4 heures pour observer l’étalement 
des cellules. 
Après incubation, le milieu de culture est enlevé, puis deux lavages sont effectués 
avec du milieu de culture préchauffé, ceci pour enlever toutes les cellules en 
suspension qui peuvent gêner l’observation des cellules adhérentes. 
Les cellules sont visualisées au microscope à fluorescence (objectif 10X) grâce à la 
détection de la fluorescence à 478 nm du Hoechst 33342 pour les cellules témoins 
et à la fluorescence de la calcéïne à 517 nm pour les cellules transfectées. 
Pour chaque type d’échantillon, trois puits sont réalisés, et entre 5 à 10 images sont 
prises par la caméra pour chaque puits et pour chaque fluorescence. Grâce au 




logiciel ‘Image-PRO plus’, les cellules adhérentes marquées au Hoechst ou à la 
calcéïne sont comptées sur chaque prise de vue. Un rapport est établi entre le 
nombre de cellules marquées à la calcéïne et celui de cellules marquées au Hoechst 
33342. 
 
IX.3 L’expérience d’adhérence en présence d‘anticorps bloquants des 
intégrines 
 
Ces tests d’adhérence avec les anticorps bloquants, sont semblables à ceux décrits 
ci-dessus avec en plus un traitement des cellules avec un anticorps bloquant ciblant 
une intégrine avant le marquage à la calcéïne. 
Les cellules (5x105 à 106) sont incubées 90 minutes à température ambiante dans du 
PBS-BSA à 0,1% contenant un ou plusieurs anticorps bloquants à une concentration 
finale de 15 - 25 µg/mL. Après deux lavages en D-PBS, ces cellules sont marquées 
par la calcéïne comme ci-dessus mais en présence d’un anticorps secondaire 
couplé à l’Alexa 568 à une concentration finale de 5 µg/mL.  
 
X La migration des cellules  
 
 
Les tests de migration ont été faits sur un système Transwell (chambre de Boyden) 
avec une membrane présentant des pores de diamètre 0.8 µm d’après l’article de 
Fagiani et al (Fagiani, E.,Giardina, G. et al. 2007). 





Figure 25 : Schéma montrant le principe de mesure de la migration cellulaire Image tirée de 
l’internet à l’adresse suivante : www.biocat.de/bc/pdf/migration% 20fluorometric .pdf . 
 
 
X.1 Tests de migration  
 
Les cellules (300 000) sont déposées dans la chambre supérieure dans un volume 
de 200 µL de milieu DMEM sans SVF contenant des antibiotiques et 0.1 % de BSA. 
500 µL du même milieu mais contenant 10% de SVF sont mis dans la chambre 
inférieure, la plaque est incubée 24 heures dans l’étuve à 37°C.  
Les cellules migrantes traversent la membrane et sont présentes dans le puits, soit 
en suspension dans le milieu, soit adhérentes au fond du puits. 
 
X.2 La récupération des cellules migrantes pour comptage par la 
cytométrie en flux 
 
Après élimination du milieu de la chambre supérieure, les cellules non migrantes 
restées à la surface supérieure de la membrane sont éliminées par un coton tige 
(figure 25 ci-dessus). 
Les cellules migrantes non adhérentes sont récupérées par centrifugation du milieu 
du puits et des liquides de lavage du puits par le D-PBS. Les cellules migrantes 




adhérentes au fond du puits sont récupérées après traitement trypsine /EDTA (300 
µL) et inhibition de la trypsine par ajout du milieu de culture complet. Ces différentes  
fractions de cellules migrantes sont rassemblées et sont centrifugés à 360 g pendant 
5 minutes. Après deux lavages en D-PBS, les cellules sont reprises dans 500 µL de 
D-PBS avec 0.1 % de SAB et 0.2 µg/mL d’iodure de propidium (pour évaluer les 
cellules mortes). Cette suspension de cellules est analysée au cytomètre en flux afin 
de compter les cellules. 
 
XI Le fractionnement cellulaire : Extraction nucléaire cytoplasme des cellules 
transfectées 
 
La fraction nucléaire des cellules WM-266 est isolée de la fraction cytosolique grâce 
au kit BioVision K266. Les cellules (1 à 2 millions) sont collectées par centrifugation 
à 600 g pendant 5 minutes à 4°C, puis sur le culot de cellules sont ajoutés 200 µL de 
la solution du kit CEB-A MIX contenant du DTT et des antiprotéases fournis dans le 
kit. 
Après une agitation vigoureuse (sur Vortex) pendant 15 secondes pour obtenir une 
solubilisation complète du culot de cellules, le tube est incubé dans la glace pendant 
10 minutes. Le tampon d’extraction du cytosol (solution CEB-B) (11 µL) est ajouté 
dans le tube resté dans la glace qui est agité pendant 5 secondes puis est laissé 
une minute dans la glace. Après 5 secondes d’agitation, le tube est centrifugé 5 
minutes à la vitesse maximale soit 16 000 g. Le surnageant est récupéré dans un 
tube propre dans la glace, il correspond à la fraction cytoplasmique des cellules. Le 
culot est resuspendu vigoureusement (vortex) pendant 15 secondes dans 100 µL de 
tampon d’extraction nucléaire (NEB MIX) contenant du DTT et des antiprotéases, 
puis il est placé dans la glace pendant 10 minutes ; cette opération est répétée trois 
fois. Après une centrifugation à vitesse maximale de 16 000 g pendant 10 minutes, 
le surnagent qui correspond à la fraction nucléaire est prélévé dans un tube. Les 









XII L’étude de l’expression de protéines membranaires à la surface des 
cellules  
 
Pour cette étude, les cellules sont détachées de leur support par du versène. Après 
lavage des cellules (0.5X106) par du PBS froid, le culot est resuspendu dans 100 µL 
de la solution d’anticorps dirigée contre la protéine d’intérêt, dilué à une 
concentration de 5 µg/mL dans du PBS-BSA à 0.2%. Après incubation à 4°C 
pendant 90 minutes, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS en centrifugeant 
le tube à 480 g pendant 5 minutes. 
Le culot de cellules est repris dans 100 µL d’un anticorps secondaire conjugué à un 
Alexa 488 dilué à 5 µg/mL dans du PBS-BSA à 0.2%. Les cellules sont incubées à 
température ambiante pendant 45 minutes, puis elles sont lavées en PBS. Au culot 
de cellules sont ajoutés 500 µL d’une solution de PBS-BSA à 0.2% avec 0.2 µg/mL 
d’iodure de propidium. Les cellules sont prêtes pour une analyse au cytomètre en 
flux. 
 
• La détermination du nombre de site à la surface des cellules  
L ‘analyse du nombre de sites à la surface des cellules se fait grâce au kit Dako-
QIFIKIT® beads. Ce kit renferme une solution qui contient plusieurs populations de 
billes, chacune présentant à leur surface, un nombre défini de sites, c’est à dire un 
nombre connu de molécules d’IgG. Ces billes sont incubées avec l’anticorps 
secondaire couplé à la phycoérythrine (PE) Par analyse de la fluorescence au 
cytomètre en flux, on peut déterminer une droite rapportant le nombre de sites à la 
fluorescence obtenue (figure 26 en page 89) 





Figure 26 : Schéma montrant l’utilisation d’un calibrateur pour quantifier les récepteurs 
d’adhérence du polynucléaire neutrophile par cytométrie en flux (image tirée d’Annales de 







































I La présentation du modèle utilisé pour l'étude des fonctions de la spectrine 
αII 
 
Choix du modèle cellulaire : nos données et celles de la littérature révèlent 
que la spectrine a un rôle dans l’organisation de domaines membranaires 
spécialisés, et dans la dynamique de l’actine, donc elle pourrait intervenir dans la 
fonction des domaines spécialisés que sont les structures d’adhérence, entre cellule-
cellule ou cellule-matrice. Nous avons choisi de travailler sur une lignée cellulaire 
adhérente obtenue à partir d’un site métastasique de mélanome humain malin, la 
lignée WM-266, qui montre un réseau d’actine développé et une bonne expression 
de la spectrine.  
D’après les images obtenues en microscopie confocale, les cellules WM-266 
présentent 1) un réseau d’actine dense : L‘actine F (marquée par la Phalloïdine 
couplée à un Alexa 568) est présente à la membrane ainsi que sous la forme de 
fibres de stress à la base des cellules (figure 27 ci-dessous),2) un marquage de la 
spectrine αII au niveau de la membrane mais aussi dans le cytoplasme. Cette 
localisation particulière de la spectrine αII dans le cytoplasme a déjà été décrite dans 
des cellules tumorales de certains adénocarcinomes (Sormunen, R.,Paakko, P. et al. 




Figure 27 : Localisation par fluorescence, sur le modèle cellulaire WM-266, de la spectrine αII 
(anticorps polyclonaux dirigé contre le SH3 de la spectrine αII, Alexa 488 en vert), de l’actine F 
(marquage par la phalloïdine couplé à l’Alexa 568 (en rouge) et du noyau par un marquage de 





I.2 La présentation des mises au point concernant la technique des 
SiARN  
 
I.2.1 Les mises au point des transfections 
 
Afin d’obtenir une efficacité de transfection supérieure à 90% et une bonne 
viabilité des cellules, nous avons étudié différentes conditions de transfection des 
SiARN dans les cellules WM-266. La mise au point de la technique de transfection 
des SiARN a reposé sur le choix des paramètres suivants: 
 
1/ choix du type de transfection (transfection sur cellules adhérentes ou sur 
cellules en suspension). 
2/ choix de l’agent de transfection. 
 
Pour déterminer ces deux paramètres, nous avons réalisé des transfections 
avec un SiARN non-relevant, n’ayant aucune cible dans les cellules et portant un 
fluorochrome (Alexa 488). Grâce à ce SiARN, nous avons pu mesurer l’efficacité de 
transfection par cytométrie en flux pour chaque type d’agent de transfection ainsi 
que pour chaque type de transfection, 24 h après la transfection. 
 
La toxicité des différents agents de transfection sur les cellules a été évaluée 
également en cytométrie en flux par l’incorporation d’iodure de propidium dans l’ADN 
des cellules mortes. 
 
 Les premières expériences ont rapidement montré un meilleur taux de 
transfection sur cellules en suspension que sur cellules adhérentes. Nous avons 














Tableau 3 : Taux de transfection et de viabilité des cellules WM-266 selon l’agent de 
transfection. Le taux de viabilité des cellules ainsi que le taux de transfections ont été évalués 24 
h après la transfection. Ces transfections ont été réalisées sur des cellules en suspension en 
présence de SiARN non-relevant couplé à un Alexa 488 à une concentration de 50 nM. 
 
 
Les agents de transfection comme « Lipofectamine 2000 » (Invitrogen) ou 
« Dharmafect 4 » (Dharmacon) montrent un taux de transfection de 60 et 70%, 
respectivement avec une toxicité modérée, (voir tableau 3 ci-dessus). L’agent de 
transfection ‘siPORT AMINE’ (Ambion) est plus efficace mais cet agent montre une 
certaine toxicité sur ces cellules. Avec l’agent de transfection JetSi-endo (Poly-plus) 
dans les conditions de transfection que nous avons déterminées, on obtient un bon 
compromis entre le taux de transfection et le taux de viabilité des cellules en 
comparaison avec les agents précédemment testés. Avec cet agent, le pourcentage 
de cellules transfectées est de 95% avec un pourcentage de cellules adhérentes 
viables de l’ordre de 90%.  
Donc nous avons choisi d’utiliser cet agent JetSi-endo pour une transfection sur des 








I.2.2 Choix des SiARN ciblant la spectrine  
 
Après ces mises au point des conditions de transfection des cellules WM-266, nous 
avons testé l’efficacité des SiARN ciblant la spectrine αII en évaluant l’expression de 
la spectrine αII en western blot. Dans un premier temps nous avons utilisé un pool 
de quatre SiARN fournis par l’entreprise Dharmacon. 
Les premières expériences ont révélé une efficacité du pool de SiARN comme 
le montre la diminution de spectrine analysée en Western blot (figure 28 ci-dessous). 
Nous avons testé ensuite séparément l’efficacité de chacun des SiARN contenu 
dans ce pool et dirigé contre la spectrine αII à une concentration de 50 nM.  
 
Figure 28 : Analyse par Western blot de l’efficacité des SiARN dirigés contre la spectrine αII : 
48 h après la transfection avec l’agent de transfection JetSI-endo, les lysats des cellules WM-266 
ont été analysés en Western blot et révélés par un anticorps plolyclonal dirigé contre le domaine 
SH3 de la spectrine αII. Le premier puits correspond à des cellules WM-266 non transfectées 
(contrôle), puis les cellules traitées avec l’agent de transfection seul (Agt), les puits suivants 
correspondent aux lysats des cellules transfectées avec le pool des 4 SiARN, puis les cellules 
transfectées avec chacun des SiARN 1, 2 , 3 , 4 et le dernier puits correspond aux lysats des 
cellules transfectées avec le SiARN non relevant (NR). La concentration des SiARN était de 50 
nM. La quantité des protéines totales déposée est de 10 µg. 
 
 
L’analyse en western blot des différents lysats cellulaires (figure 28 ci-dessus) 
révèle une quantité de spectrine équivalente à celle observée dans les cellules 




SiARN non relevant (NR). Par contre, les lysats des cellules transfectées par les 
SiARN ciblant la spectrine αII, que ce soit le pool ou chacun des SiARN 1, 2, 3, 4 (50 
nM), contiennent moins de spectrine que les cellules témoins (cellules contrôles). 
Cependant la diminution de la spectrine est variable selon le SiARN spectrine : Les 
SiARN 1, 2, 3, 4 n’ont pas la même efficacité sur la déplétion de la spectrine αII. 
Après quantification du western blot, les SiARN 1 et 2 présentent une efficacité 
beaucoup plus importante sur l’expression de la spectrine αII. Compte-tenu de ces 
résultats, les expériences suivantes seront effectuées avec les deux SiARN 1, 2 les 
plus efficaces, c’est à dire les SiARN 1 et 2.  
 
 
II Mise en évidence de la déplétion de la spectrine αII par différentes 
techniques 
 
II.1 Etude cinétique de l’efficacité de SiARN dirigés contre la spectrine 
αII par western blot  
Nous avons suivi le taux de déplétion de la spectrine αII au cours du temps, c’est à 
dire à 48 h, 72 h et 96 h après les transfections des cellules par le SiARN non 
relevant NR ou les SiARN 1 et 2 et ceci à différentes doses, 25 nM et 50 nM (figure 
29 ci-dessous). 
 
Figure 29 : Efficacité des 
SiARN ciblant la spectrine αII 
en fonction du temps et de 
leur concentration ; Western-
blot des lysats réalisés à partir 
de cellules transfectées avec 
les SiARN NR, 1, et 2, à 25 et 
50 nM, 48, 72 et 96 h après la 
transfection, révélés par un 
anticorps polyclonal de lapin 
dirigé contre le domaine SH3 
et un anticorps polyclonal de 
lapin dirigé contre la lamine 
A/C qui constitue un contrôle 







Une déplétion de la spectrine αII est observée pour le SiARN 1 aux deux 
doses testées (25 nM et 50 nM) dès 48h après la transfection tandis que seule une 
concentration de 50 nM de SiARN 2 produit un effet sur le taux moyen d’expression 
de la spectrine αII (diminution de 50% de taux de spectrine αII par rapport aux puits 
contenant les cellules transfectées avec les SiARN non relevant NR). 
D’après les observations faites à 48 h après la transfection, le SiARN 1 est 
déjà très efficace, même à 25 nM tandis que le SiARN 2, à cette concentration 
modifie très modérément le taux de spectrine αII. Ceci montre un effet dose-réponse 
du SiARN 2 sur le taux de spectrine αII indiquant sa spécificité et on peut aussi dire 
que l’efficacité du SiARN 1 est plus importante que celle du numéro 2. 
Pour les temps de 72 h et 96 h après la transfection, la déplétion en spectrine αII est 
plus prononcée. A une concentration de SiARN 1 et 2 de 25 nM, la quantité 
moyenne de spectrine αII résiduelle est de 20 - 30%, respectivement, 72 h après la 
transfection par rapport à la quantité présente dans les cellules traitées avec les 
SiARN non relevant NR. 
 
II.2 La diminution du taux de spectrine αII observée par cytométrie en 
flux  
 
La déplétion apparente de la spectrine αII dans les cellules ayant été transfectées 
par les SiARN 1 et 2 a été analysée en cytométrie en flux. Cette analyse permet de 
distinguer les différentes populations de cellules selon leur contenu en spectrine. Les 
cellules ont été traitées soit avec l’agent de transfection seul, soit avec les SiARN 
NR, 1, 2 aux concentrations de 25 nM et 50 nM et analysées à 48, 72, 96 h après la 
transfection tout comme l’analyse faite par western blot. 
La spectrine αII étant une protéine intracellulaire, les analyses ont été réalisées sur 
cellules fixées et perméabilisées avant le marquage de la spectrine αII par un 
anticorps. 
 
1/ Analyse du taux de la spectrine αII  
 
Pour les cellules traitées avec l’agent seul ou avec les SiARN non relevant 




observé est entre 1900 et 2100. Lorsque les cellules sont traitées avec les SiARN 1 
et 2, la fluorescence spécifique correspondant à la spectrine αII diminue: les index 
de fluorescence sont plus faibles, respectivement 1300 et 1400 comme le montre les 
diagrammes à 48h après la transfection, pour les doses de 25 et 50 nM (figure  30 
en page 99). Ces effets sont accentués à 72 et 96 h avec l’apparition d’une 
population (indiquée par une flèche sur la figure 30 en page 99) qui possède un 
index de fluorescence très faible, comparé à celui des cellules témoins (AGT ou 
SiARN NR). Cette population de cellules est observée à la dose de 25 nM, 72 h 
après transfection, mais elle devient plus importante lorsque l’on augmente la dose 
de SiARN 1 et 2 dirigés contre la spectrine de 25 nM à 50 nM et 96 h après la 
transfection. 
 
On peut observer que le SiARN 1 est plus efficace sur que le SiARN 2 aux 
mêmes doses et au même temps après la transfection. Par exemple, 96 h après la 
transfection avec le SiARN 2 à 25 nM, la population de cellules contenant un faible 
taux en spectrine αII correspond à 25% de la population totale de cellules tandis que 
pour le SiARN 1, cette population correspond à 50%. 
Lorsque la dose de SiARN 1 et 2 est augmentée (doublée), la déplétion de la 
spectrine αII sur les cellules traitées avec les SiARN 1 et 2 est accentuée (l’indice de 
fluorescence est diminué). On retrouve bien l’effet dose réponse que l’on a observé 
par western blot. 
 
Cette population possédant un taux très faible en spectrine αII peut correspondre : 
1. Soit à des cellules ayant un taux bas résiduel de spectrine  
2. Soit à des cellules ne possédant plus de spectrine αII  
 
N’ayant pas de témoins négatifs, c’est à dire de cellules déplétées totalement en 
spectrine αII, il est difficile de conclure pour l’une ou l’autre des hypothèses. 
Ces résultats obtenus en cytométrie en flux confirment les résultats des western- 
blots.  
 
Ces expériences de cytométrie en flux permettent de relier la taille des cellules avec 
















Figure 30 : Détection du taux de spectrine αII en cytométrie en flux après fixation et 
perméabilisation des cellules traitées soit avec l’agent de transfection seul (gris) soit avec les 
SiARN non relevant NR (orange), SiARN 1 (violet) et SiARN 2 (rose) à 25 et 50 nM et à des 









2/ Lien entre le contenu cellulaire en spectrine αII et la taille des cellules 
 
Les cellules traitées avec les SiARN non relevant NR se répartissent selon 
leur taille et leur indice de fluorescence (correspondant à la quantité de spectrine αII) 
de la même façon que les cellules traitées par l’agent de transfection, et ceci à 72 h 
et 96 h après la transfection. La majorité de ces cellules (entre 70 et 86%) possèdent 
une taille supérieure à 100 UA avec un indice de fluorescence compris entre 1900 et 
2100 UA (région R1 sur la figure 31 en page 101). 
On peut noter que plus le volume des cellules est grand, plus leur contenu en 
spectrine est élevé, c’est à dire il existerait une corrélation entre le volume des 
cellules et leur contenu en spectrine. Dans les échantillons traités par les SiARN 1 et 
2, cette région R1 ne contient plus que 30 % et 42 % de la population totale de 
cellules, à 72h après la transfection et 17 % et 27 % après 96 h. 
 
On observe de façon concomitante l’apparition d’une population de cellules de 
petite taille et possédant un taux de spectrine αII faible (région R2 sur la figure 31 en 
page 101). 
Elle représente respectivement 30% et 21% de l’ensemble des cellules pour les 
SiARN 1 et 2, 72 h après la transfection. Cette population correspond à 6% et 16% 
des cellules traitées avec l’agent de transfection et les SiARN non relevant NR à 25 
nM. A 96h après de la transfection, la différence est beaucoup plus importante entre 
les cellules traitées avec les SiARN 1 et 2 et les cellules témoins, on obtient 
respectivement 55% et 27% des cellules totales dans la région R2 pour les cellules 
traitées avec les SiARN 1 et 2 tandis que cette population ne changent pas entre 72 
h et 96 h pour les cellules témoins. 
Ces résultats montrent que les cellules déplétées en spectrine αII ont une taille 









Figure 31 : Analyse de la taille relative des cellules déplétées en spectrine αII par cytométrie en 
flux. Rapport entre la taille des cellules et le taux de spectrine αII dans les cellules traitées soit 
avec l’agent de transfection seul soit avec les SiARN NR, 1 et 2 à 30 nM après 72 et 96 h de la 
transfection. La région R1 a été définie sur les cellules traitées avec l’agent de transfection et 
correspond aux cellules qui possèdent un taux de spectrine (indice de fluorescence entre 1900 à 
2100 UA, unité arbitraire) et une taille supérieure à 100 UA (unité arbitraire). La région R2 
correspond à une population qui possède un taux de spectrine αII très diminué et une taille 








II.3 La diminution du taux de spectrine αII observée par immuno 
fluorescence 
 
Nous avons observé la spectrine αII et l’actine F (figure 32 en page 103) en 
microscopie confocale sur des cellules WM-266 transfectées avec les SiARN dirigés 
contre la spectrine αII à 72 h de la transfection.  
 
Dans les cellules témoins, (cellules traitées avec l’agent de transfection ou 
avec les SiARN NR), la localisation de la spectrine αII est identique aux cellules 
contrôles, c’est à-dire aux cellules non traitées (voir figure 32 en page 103) : la 
spectrine est répartie entre la membrane et le cytoplasme. Pour l’actine F, elle est 
présente à la membrane, mais aussi dans la partie basale de la cellule sous forme 
de fibres de stress. L’observation des cellules traitées par les SiARN 1 et 2 montre 
une diminution de la fluorescence verte liée au marquage de la spectrine αII, 
notamment dans le cytoplasme, mais un marquage résiduel très léger reste à la 
membrane des cellules lié probablement au temps de demi-vie long de la spectrine 
membranaire par rapport à la spectrine cytoplasmique (Sangerman, J.,Gard, A.L. et 
al. 1999). Ces observations mettent bien en évidence la baisse de l’expression de la 
spectrine αII déjà observée en western blot et en cytométrie en flux. 
Le marquage de l’actine F par la phalloïdine montre une désorganisation du 
cytosquelette d’actine avec une réduction du réseau basal des fibres de stress et 
une augmentation du marquage cortical. 
Il est intéressant de voir dans les échantillons traités avec 15 nM de SiARN 
dirigés contre la spectrine sur la figure 32 en page 103 quelques cellules avec un 
taux de spectrine αII important et un réseau d’actine (fibres de stress) bien organisé 
comparé à d’autres cellules de la prise de vue. Ceci permet de bien visualiser que 
les cellules déplétées en spectrine αII sont plus petites, rondes, moins bien étalées 
que les cellules témoins, ces observations viennent corroborer les observations 
faites en cytométrie en flux à savoir que lorsque le taux de spectrine αII était diminué 








Figure 32 : Détection de la spectrine αII et de l’actine Fdans des cellules transfectées avec les 
SiARN non relevant NR à 25 nM et les SIARN dirigés contre la spectrine à 15 nM et 25 nM. Les 
marquages sont faits sur les cellules, 72 h après la transfection. 
 
 
III Les premiers résultats obtenus lors des mises au point du modéle  
Durant la mise au point du modèle, nous avons obtenu les résultats suivants : 
1) La déplétion de la spectrine αII par les SiARN est  obtenue  plus 




concentration de 25 nM et 72 h après la transfection. Cette déplétion 
de la spectrine a été observée par différentes techniques : 
    Le western blot 
    La cytométrie en flux 
    La microscopie confocale 
2) La déplétion en spectrine provoque des modifications de la taille des 
cellules, ceci a été observé par la cytométrie en flux et par microscopie confocale. 
3) Le réseau d’actine est désorganisé avec une perte des fibres de stress. 
 
De plus durant la culture des cellules traitées avec les SiARN 1 et 2, nous 
avons observé une augmentation du nombre de cellules en suspension et un 
nombre de cellules adhérentes plus faible en comparaison avec les cellules traitées 
avec l’agent de transfection ou transfectées avec les SiARN non relevant NR. Ces 
observations ont soulevé deux questions.  
La baisse du taux de spectrine αII dans les cellules peut-elle induire 1) une mort 
cellulaire par apoptose 2) et/ou un défaut dans l’adhérence cellulaire suggéré par 
les premières observations en microscopie confocale montrant des modifications 
de la forme des cellules et de leur étalement. 
 
Donc nous avons poursuivi nos investigations sur deux processus cellulaires dans 
lesquels la spectrine αII pourrait avoir un rôle: 
 




IV L’étude de la prolifération des cellules : l’apoptose et le cycle cellulaire  
 
IV.1 La prolifération cellulaire : Comptage des cellules par cytométrie en 
flux 
 




Pour cela nous avons étudié les cellules traitées avec l’agent de transfection seul, 
avec le SiARN non relevant NR (30 nM), et avec les SiARN 1 et 2 (30 nM) dirigés 
contre la spectrine αII. Nous avons comptabilisé par cytométrie en flux, le nombre 
total de cellules vivantes (cellules adhérentes et en solution) en excluant les cellules 
mortes identifiées par un marquage à l’iodure de propidium. Ceci a été fait pour 




Figure 33: Etude de la prolifération des cellules traitées par l’agent de transfection AGT, par le 
SiARN non relevant NR (30 nM) et par les SiARN 1 et 2 dirigés contre la spectrine (30 nM) à 24 
h, 48 h, 72 h, 96 h après la transfection. Ces résultats correspondent à deux transfections 
différentes dans lequel on effectue trois points pour chaque condition. L’étoile correspond a une 
différence significative du nombre de cellules traitées avec le SiARN 1 ou 2 en comparaison avec 
le nombre de cellules traitées avec les SiARN non relevant (NR) à 72 h et 96 h. 
 
Il apparaît très clairement que le nombre total de cellules vivantes (adhérentes et en 
solution) dans les échantillons traités avec les SiARN dirigés contre la spectrine est 
réduit en comparaison aux échantillons traités avec l’agent de transfection seul ou 
transfectés avec le SiARN non relevant NR en cours du temps comme le montre la 







Figure 34: Pourcentage du nombre de cellules totales vivantes comptées sur les échantillons 
traités avec l’agent de transfection seul, avec le SiARN non relevant NR (30 nM) ou avec les 
SiARN 1 et 2 (30 nM) à 72 h et 96 h. 
 
 
La comparaison entre les échantillons traités avec l’agent de transfection 
(figure 34 ci-dessus), montre une diminution du nombre de cellules de 50% lorsque 
les cellules sont traitées avec les SiARN 1 et 2 (30 nM) après 72 h et de 60% pour le 
temps de 96 h quand le nombre de cellules traitées avec le SiARN non relevant NR 
(30 nM) représente que 30% par rapport au nombre de cellules traitées avec l’agent 
de transfection seul pour les deux temps. 
Ces observations sont encore plus marquées lorsque la concentration de 
SiARN est augmentée à 50 nM, ceci à 72 h et 96 h après la transfection  Les cellules 
traitées avec les SiARN dirigés contre la spectrine αII (les SiARN 1 et 2) 
représentent 40% à 72 h et 25% à 96 h, du nombre de cellules traitées avec l’agent 
de transfection seul) entre les cellules témoins (cellules traitées avec le SiARN non 
relevant NR)  
 
La baisse du nombre de cellules vivantes observée lorsque le taux de spectrine αII 
est diminué peut être la conséquence de deux phénomènes : 
1. une mort cellulaire 





Nous avons étudié dans un premier temps la mort des cellules par apoptose 
(première hypothèse) et dans un second temps le cycle cellulaire pouvant expliquer 
la deuxième hypothèse.  
 
IV.2 L’étude de l’apoptose par deux analyses différentes: l’effet TUNEL 
(fragmentation de l’ADN) ou la mesure du potentiel de membrane 
mitochondriale 
 
IV.2.1 L’effet TUNEL : mesure de la fragmentation de l’ADN 
 
Les premières études de l’apoptose ont été  faites par la mesure de la fragmentation 
de l’ADN  en marquant les brins 3’OH de l’ADN par le BrdU (technique TUNEL). 
Nous avons effectué ce marquage sur des cellules transfectées par le SiARN non 
relevant NR (30 nM) et les SiARN 1 et 2 (30 nM) dirigés contre la spectrine, à 72 h et 
96 h après la transfection, car comme on l’a vu précédemment, c’est à ces temps 
que la différence entre le nombre de cellules totales témoins (cellules traitées avec 
les SiARN non relevant) et de cellules totales traitées avec les SiARN dirigés contre 




Figure 35 : Etude de la fragmentation de l’ADN par marquage des brins 3’OH sur des cellules 
traitées soit par le SiARN non relevant NR (30 nM) soit par les SiARN 1 et 2 (30 nM) dirigés 





Les résultats obtenue en cytométrie en flux (la figure 35 en page 107) 
montrent un léger décalage entre le pic de fluorescence des cellules transfectées 
par les SiARN non relevant NR et le pic de fluorescence des cellules transfectées 
par les SiARN 1 et 2 après 72 h et 96 h de transfection. 
Cependant la différence de fluorescence entre les cellules témoins (cellules 
traitées avec les SiARN non relevant NR) et les cellules traitées avec les SiARN 1 et 
2 n’est pas significative (à comparer avec le décalage de fluorescence observé dans 
la figure 36 ci-dessous entre les cellules témoins négatives et des cellules témoins 
positives). Il n’y aurait pas de différence de fragmentation de l’ADN, donc pas 
d’apoptose visible par cette méthode d’analyse. D’après ces données, le nombre 
moins élevé de cellules observé à 72 h et 96 h après transfection dans les 
expériences de prolifération ne peut pas être du à une mort des cellules par 
apoptose. 






Figure 36: Effet TUNEL sur des cellules témoins. L’histogramme de gauche montre des 
cellules contrôles négatives et celui de droite des cellules en apoptose. (Image tirée du protocole 








IV.2.2 La mesure du potentiel de membrane mitochondriale ∆Ψ 
grâce à un marqueur le DioC6 
 
L’apoptose peut être détectée par les modifications du potentiel de membrane 
mitochondriale appelée ∆Ψ.  Contrairement à la mesure de la fragmentation de 
l’ADN qui intervient très tardivement dans le processus de l’apoptose, les 
modifications de la membrane mitochondriale sont des évènements précoces. Nous 
avons utilisé le DioC6 qui est un marqueur membranaire de la mitochondrie, il 
indique le niveau du potentiel de membrane mitochondriale des cellules. 
Le DioC6, reste emprisonné à l’intérieur de la membrane mitochondriale dans 
la cellule vivante. Lorsque la cellule rentre en apoptose la membrane devient 
perméable, libérant le DioC6. La fluorescence du DioC6 des cellules qui rentrent en 
apoptose est alors moins importante.  
Dans ces expériences, les cellules transfectées par le SiARN non relevant 
(NR) (30 nM) et les SiARN 1 et 2 (30 nM) sont traitées avec du DioC6 et l’iodure de 
propidium (qui marquera les cellules nécrosées) ; la fluorescence des cellules est 
évaluée par cytométrie en flux, à 72 h et à 96 h après la transfection. Les cellules 
apoptotiques sont identifiées par l’absence de marquage par le DioC6 et l’iodure de 
propidium.  
 
A 72 h après la transfection des cellules, nous n’observons pas d’importantes 
différences entre les cellules transfectées avec les SiARN dirigés contre la spectrine 
αII et les cellules traitées avec le SiARN non relevant NR (figure 37 en page 110). 
Les cellules vivantes (région R3 cellules vertes) représentent 80-85%, les cellules 
mortes (région R1 cellules rouges) 10-15% et les cellules apoptotiques (région R2 
cellules oranges) 2% de nombre total de cellules. 
A 96 h après la transfection, il apparaît une apoptose modérée. Les cellules 
traitées avec les SiARN non relevant NR présente un taux d’apoptose de 3% tandis 
que pour les échantillons correspondant aux cellules traitées avec les SiARN (1 et 2) 
dirigés contre la spectrine, le taux d’apoptose mesuré grâce au DIOC6 représente 





Malgré à une apoptose tardive (96 h après la transfection des SiARN 1 et 2), 
celle-ci ne peut pas expliquer la diminution du nombre de cellules dans les 
échantillons traitées avec les SiARN dirigés contre la spectrine αII. 




Figure 37 : Etude du potentiel de membrane mitochondriale par cytométrie en flux. Les 
cellules traitées avec le SiARN non relevant (30 nM) et les SiARN 1 et 2 (30 nM) sont marquées 
avec le DioC6 et l’iodure de propidium. Cette analyse montre trois types de cellules : pour la 
région R1, les cellules (en rouge) représentent les cellules nécrosées, positives à l’iodure de 
propidium, les régions R2 et R3 correspondent aux cellules négatives à l’iodure de propidium, la 
région R2 correspondant aux cellules apoptotiques (en orange) faiblement marquées au DioC6, 






IV.3 L’étude du cycle cellulaire par deux techniques différentes 
 
IV.3.1 L’analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux 
 
Le cycle cellulaire a été étudié en analysant le contenu cellulaire en ADN par 
cytométrie en flux grâce à un marquage par l’iodure de propidium sur des cellules 
préalablement fixées et perméabilisées. L’iodure de propidium s’intercale aux bases 
d’ADN, et la quantité d’ADN de chaque cellule peut être évaluée par le niveau de 
fluorescence de l’iodure de propidium (plus il y a de l’ADN, plus le niveau de 
fluorescence de la cellule va être important). 
Ces expériences ont été faites sur des cellules traitées avec le SiARN non relevant 
(30 nM), et les SiARN 1 et 2 (30 nM) dirigés contre la spectrine αII, à 72 h et 96 h 
après la transfection. 
 
A 72 h après la transfection, le nombre de cellules en phase G2/M et S à 
clairement baissé dans les échantillons traités avec les SiARN dirigés contre la 
spectrine αII (courbes rouge et bleue) par rapport aux cellules traitées avec les 
SiARN non relevant (fond gris) (figure 38 en page 113). Le pourcentage de cellules 
dans la phase G2/M est respectivement de 8.2±1.2 % et de 7.36± 2.1% pour les 
cellules traitées avec les SiARN 1 et 2 tandis que ce pourcentage est de 14.2±1.2% 
pour les cellules traitées avec le SiARN non relevant (NR). Ces moyennes ont été 
obtenues sur 6 expériences réalisées dans les mêmes conditions.  
 
A 96 h après la transfection (figure 38 en page 113), le pourcentage des 
cellules en phase G2/M est encore plus bas sur les cellules traitées avec les SiARN 
1 et 2 (courbes rouge et bleue) par rapport au temps 72 h. On observe aussi une 
baisse des cellules en G1 avec une augmentation des événements dans la région 
qui correspond à des éléments possédant une quantité d’ADN inférieure à N. Ces 
éléments peuvent être des cellules apoptotiques ou des débris cellulaires. Cette 
analyse en cytométrie en flux n’exclut pas les débris cellulaires par crainte d’éliminer 
des cellules de petite taille résultant de la déplétion de la spectrine αII. Il s’avère que 
le nombre d’évènements dans cette région augmente entre 72 h et 96 h. Comme le 
nombre de débris cellulaires restent constant, l’augmentation des événements dans 




observations faites lors de l’étude de l’apoptose, à savoir la détection d’une légère 
apoptose à 96 h de la transfection. 
 
Ces résultats montrent un arrêt ou au moins un ralentissement du cycle 
cellulaire en phase G1. Le défaut du cycle cellulaire associé à la baisse du taux de 
spectrine αII peut expliquer la diminution du nombre des cellules transfectées par les 
SiARN 1 et 2 dirigés contre la spectrine αII. 
 
Pour confirmer ces données, nous avons mesuré le degré de phosphorylation de la 










Figure 38 : Etude du cycle cellulaire par marquage de l’ADN à l’iodure de propidium de 
cellules WM-266 fixées et perméabilisées. Nous avons la courbe en grisé plein les cellules 
transfectées avec le SiARN non relevant NR (30 nM), les courbes rouge et bleue respectivement 
sont les cellules traitées par les SiARN 1 et 2 (30 nM). Cette étude a été réalisée sur des cellules à 
72 h et 96 h après la transfection. 
 
 
IV.3.2 L’analyse du cycle cellulaire par western blot et détection de 
la phosphorylation de la protéine rétinoblastome et ainsi que des 
protéines comme p21 et p15 16 18 
 
L’état de phosphorylation de la protéine du rétinoblastome Rb régule la 
progression du cycle cellulaire et joue un rôle dans la transcription.  
Au début de la phase G1, la cellule contient le complexe Cycline D / Cdk 4 
qui, une fois activé initie la phosphorylation de la protéine Rb (pRB) (figure 39 en 
page 114). 
Phosphorylée, la protéine Rb libère et active le facteur de transcription E2F (figure 
40 en page 114) permettant la synthèse de gènes de la phase S. Ce mécanisme 







Figure 39 : Régulation de la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome, Rb par le 







Figure 40 : Rôle de la protéine Rb sur la transcription des gènes pour l’entrée en phase S image 




Comme le montre le western blot de la figure 41 en page 115, les différentes 
formes de la protéine Rb peuvent être séparées sous plusieurs bandes suivant le 
degré de phosphorylation dans des conditions particulières d’électrophorèse. 
Comme le montrent les western-blots de la figure 42 en page 115, les cellules 
traitées avec l’agent de transfection seul ou transfectées avec les SiARN non 
relevant présentent la protéine Rb  essentiellement dans un état d’hyper 




SiARN 1 et 2 dirigés contre la spectrine αII, la forme hyperphosphorylée est très 
fortement diminuée avec une augmentation concomitante de la forme 
hypophosphorylée (pRb). Ceci est observé à partir de 48 h et jusqu’à 96 h après la 
transfection. 
Ces résultats révèlent un arrêt de la prolifération en début de cycle et confirment 
ceux trouvés lors de l’analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux. 
On peut dire que la déplétion en spectrine αII dans les cellules WM-266 provoque un 
arrêt ou au moins un ralentissement du cycle cellulaire. 
 
 
Figure 41: Etat de phosphorylation la protéine Rb 
dans différentes phases du cycle cellulaire reconnu par 
l’anticorps que l’on a utilisé dans le western blot de la 
figure 40. Q : quiescence ; G1, S, M : respectivement les 
phases G1, S et M du cycle cellulaire ; Image obtenue 
par internet à l’adresse suivante www .bdbiosciences 
.com / external_files / pm /doc / tds / cell_bio / live / 






Figure 42: Détection du niveau de phosphorylation de la protéine Rb en western blot, sur des 
cellules traitées avec l’agent de transfection seul AGT, traitées avec le SiARN non relevant NR 
(30 nM) et les SiARN 1 et 2 (30 nM) à 48 h, 72 h et 96 h de la transfection. La protéine Rb est 
détectée grâce à un anticorps qui reconnaît toutes les formes phosphorylées de cette protéine 






-Etude des inhibiteurs du cycle cellulaire 
 
Nous avons étudié plus en détail l’arrêt du cycle cellulaire en analysant par 
western blot l’expression de certaines protéines importantes dans la phase G1 ou 
G1/S, et en particulier, les inhibiteurs du cycle cellulaire tels que les protéines p21, 
p27, p16, p15. 
 
Nous n’avons pas eu de signal pour la protéine p16 malgré l’utilisation de 
différents anticorps dirigés contre cette protéine. Cette protéine dans ce type de 
cellules est fréquemment mutée, ce qui peut expliquer l’absence de détection (ce qui 
ne signifie pas que cette protéine n’est pas présente). 
La détection de la protéine p27 était très faible, il se peut que son expression 
soit très abaissée dans les cellules de mélanomes. 
Pour la protéine p15, nous n’avons pas relevé de modifications d’expression 
entre les cellules témoins (traitées seulement avec l’agent de transfection ou 
transfectées avec les SiARN non relevant à 30 nM) et les cellules traitées avec les 
SiARN 1 et 2 (30 nM) dirigés contre la spectrine αII. 
 
En ce qui concerne la protéine p21, nous observons une augmentation de son 
taux d‘expression en western blot (figure 43 en page 117). L’analyse quantitative 
révéle que les cellules traitées avec le SiARN non relevant, possédait une 
expression de la p21 augmentée de 1,2 fois par rapport aux cellules traitées avec 
l’agent de transfection seul. Cette différence n’apparaît pas significative. Par contre 
le taux de p21 dans les cellules traitées par les SiARN 1 et 2 (30 nM) est 
significativement plus élevé, respectivement 1,8 et 2,4, par rapport à celui observé 
dans les cellules traitées par le SiARN non relevant (figure 44 en page 117). 







Figure 43 : Détection par western blot de la protéine p21 dans des lysats de cellules traitées 
avec l’agent de transfection AGT, SiARN non relevant NR (30 nM), ou les SiARN 1 et 2 (30 nM) 




Figure 44 : Quantification du western blot les lysats de cellules traitées soit avec l’agent de 
transfection seul AGT (rouge) soit avec les SiARN non relevant NR (orange), 1 (jaune) et 2 
(beige) à 30 nM, 72 h après la transfection. 
 
 
Afin de définir l’implication de la protéine p21 dans le contrôle du cycle cellulaire 
WM-266, nous avons étudié la prolifération des cellules déplétée en p21 par la 
technique de SiARN. Comme le montre le western blot (figure 45 en page 118), p21 
n’est plus détectable dans les cellules traitées par les SiARN à une concentration de 
30 nM.  L’analyse de la prolifération à 48 h, 72 h, 96 h de la transfection dans les 
WM-266 ayant reçu le SiARN non relevant (NR) à 30 nM et le pool de SiARN p21 à 
30 nM (figure 46 en page 118) montre que la protéine p21 joue un rôle dans le cycle 
cellulaire : les cellules WM-266 déplétées en protéine p21 prolifèrent plus que les 




cellules déplétées en p21 est de 5443 ± 306 (n=6), 10470 ± 698 (n=9) et 20020 ± 
607 (n=6) à 48 h, 72 h, 96 h, respectivement tandis que le nombre de cellules 
témoins (traitées avec le SiARN non relevant NR), est de 3782 ± 405 (n=5), 6777 ± 
229 (n=9), 10100 ± 383 (n=6) à 48 h, 72 h, 96 h. Les différences sont significatives 
entre les deux types de cellules traitées pour chacun des temps, pour 48 h après la 




Figure 45 : Détection par western blot de la protéine p21 dans des lysats de cellules traitées 
avec SiARN non relevant NR (30 nM), et le pool de SiARN (30 nM) dirigé contre la protéine 
p21. Ces lysats ont été obtenus à 48 h et 72 h après la transfection. La lamine A/C constitue un 
contrôle de la charge protéique pour chaque puits. 
 
 
Figure 46 : Etude de la prolifération des cellules WM-266 traitées par le SiARN non relevant 
NR (30 nM) et par le pool de SiARN dirigé contre la protéine p21 (30 nM) à 48 h, 72 h, 96 h 
après la transfection. Ces résultats correspondent à deux transfections différentes dans 






IV.4 Les expériences de la présence de la spectrine αII dans le noyau 
des cellules WM-266 
 
Il a été montré que la spectrine αII interagit avec différentes protéines 
nucléaires comme des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, des 
protéines remodelant la chromatine, les protéines Fanconi Anemia, des protéines qui 
jouent un rôle dans la transcription et la maturation des ARN. Comme nos résultats 
montrent une perturbation du cycle cellulaire dans les cellules déplétées en 
spectrine αII, il se peut que la spectrine αII joue un rôle direct sur le cycle cellulaire. 
 
Nous avons testé l’expression de la spectrine αII dans le noyau par western-blot sur 
la fraction nucléaire et la fraction cytoplasmique. 
 
Le fractionnement cellulaire a été réalisé sur des cellules traitées avec l’agent 
de transfection AGT, ou les SiARN non relevant NR (30 nM) ou les SiARN 1 et 2 
dirigés contre la spectrine αII (30 nM), 72 h après la transfection. 
Nous avons analysé la présence de la spectrine αII par western blot, dans les 
différentes fractions recueillies, mais aussi détecté d’autres protéines comme 
l’intégrine β3 (protéines membranaire), ERK1/2 (protéines cytoplasmiques), lamine 
A/C (protéines nucléaires) afin de vérifier la qualité du fractionnement. 
 
Comme on le voit sur le western blot de la figure 47 en page 120, l’intégrine 
β3 ainsi que la protéine ERK1/2 ne sont présentes que dans les fractions 
cytoplasmiques mais aucunes ne sont détectées dans les fractions nucléaires. 
Inversement, les lamines A/C ne sont détectées que dans les fractions nucléaires. 
Une bande de même taille que la lamine C (bande de plus petite taille) est observée 
tout de même dans la fraction cytoplasmique. Une contamination de la fraction 
cytoplasmique par la fraction nucléaire est peu probable puisque les deux lamines A 
et C détectées dans la fraction nucléaire seraient détectées dans cette fraction 
cytoplasmique (L’anticorps que l’on utilise détecte à la fois la lamine A et la lamine 
C). Cette bande correspond plutôt à une interaction non spécifique de l’anticorps 
utilisé ou à la présence d’une forme de lamine dans le cytoplasme. 
La spectrine αII est détectée aussi bien dans les fractions cytoplasmiques que 




αII après standardisation par ERK1/2 pour les fractions cytoplasmiques et par les 
lamines A/C pour les fractions nucléaires sont différents. Dans les fractions 
cytoplasmiques, il ne reste que 30% de spectrine αII dans les échantillons traités 
avec les SiARN 1 et 2 par rapport aux cellules traitées avec l’agent de transfection 
ou avec le SiARN non relevant tandis dans les fractions nucléaires, il reste 50% de 
spectrine (figure 48 en page 121). 
Nous confirmons la présence de la spectrine αII dans le noyau des cellules WM-266. 
D’après ces premières données, le taux de spectrine diminue dans le cytoplasme 
mais aussi dans le noyau après le traitement avec les SiARN dirigés contre la 
spectrine αII. 





Figure 47 : Détection de la spectrine αII en western blot dans des extraits cytoplasmiques et 
nucléaires de cellules traitées avec l’agent de transfection AGT, ou les SiARN NR, 1 et 2 à 30 nM. 
L’intégrine β3, protéine membranaire, ErK1/2 protéine cytoplasmique, et la lamine A/C 


























V L’étude de l’adhérence, de l’étalement ainsi que de la migration des cellules  
 
V.1 L’adhérence statique des cellules 
 
Nous avons observé que les cellules traitées par les SiARN dirigés contre la 
spectrine αII se détachaient plus facilement lors des différentes étapes (marquages 
/lavages) nécessaires à la préparation des échantillons pour les études en 
microscopie. Les images obtenues montrent que les cellules restées adhérentes 
étaient beaucoup plus rondes et moins étalées que les cellules témoins (les cellules 
traitées soit avec l’agent de transfection, soit avec le SiARN non relevant). Ces 




hypothèse, nous avons réalisé des tests d’adhérence statique sur plastique traité 
pour la culture cellulaire (figure 49 en page 123). 
L’adhérence a été étudiée sur des cellules, 72 h après la transfection car 
comme nous l’avons montré, à ce temps, le contenu cellulaire en spectrine αII est 
très faible, entre 20 et 30 %, de plus il y a peu de cellules apoptotiques 
contrairement au temps de 96 h.  
La mesure de l’adhérence a été faite deux heures après le dépôt des cellules, 
dans une plaque 12 puits, d’un mélange constitué de cellules marquées à la 
calcéïne et correspondant aux cellules dont on teste l’adhérence (c’est à dire les 
cellules traitées avec l’agent de transfection seul ou avec le SiARN non relevant ou 
les SiARN 1 et 2) et de cellules marquées au Hoechst 33342 (cellules correspondant 
à un contrôle interne d’adhérence). Grâce à la fluorescence spécifique de chaque 













Figure 49 : Détection de la fluorescence des cellules marquées à la calcéïne en vert (cellules 
traitées soit avec l’agent de transfection seul, soit avec le SiARN non relevant NR, soit avec les 
SiARN 1 et 2,  à 30 nM 72 h après la transfection), et des cellules témoins marquées au Hoechst 
33342 en bleu, 2 h après leur dépôt. 
 
 
Pour quantifier l’adhérence des différents échantillons, nous avons compté 
pour chaque prise de vue, le nombre de cellules marquées à la calcéïne et le 
nombre de cellules marquées au Hoechst 33342. Puis nous avons établi le rapport 
entre le nombre de cellules marquées à la calcéïne sur le nombre de cellules 
marquées au Hoechst 33342. Les cellules traitées avec l’agent de transfection 







Figure 50 : Etude de l’adhérence statique des cellules traitées avec l’agent de transfection seul 
(100%), et des cellules transfectées avec les SiARN non relevant NR (30 nM) en orange, le 
SiARN 1 (30 nM) en jaune, et le SiARN 2 (30 nM) en beige. Cette expérience a été faite sur des 
cellules 72 h après la transfection. 
 
 
Ces expériences montrent que le nombre de cellules adhérentes traitées avec 
les SiARN 1 et 2 (dirigés contre la spectrine αII) est significativement diminué par 
rapport aux cellules traitées avec les SiARN non relevant, respectivement 40% et 
70% des cellules traitées avec les SiARN 1 et 2 restent adhérentes (figure 50 ci-
dessus). 
Ces résultats montrent que la perte de spectrine αII provoquant un nombre 
important de cellules en suspension est du à un défaut d’adhérence.   
 
 
V.2 L’étalement des cellules 
 
Pour l’étude de l’étalement des cellules, nous avons prolongé le temps 
d’adhérence : les tests ont été réalisés quatre heures après le dépôt des cellules 
marquées par la calcéïne. Le marquage à la calcéïne permet de visualiser et 
quantifier l’étalement des cellules grâce au logiciel Image Pro plus. Le nombre de 
cellules totales ainsi que le nombre de cellules rondes ont pu être établis selon 




Les cellules étalées montrent un marquage plus diffus que les cellules rondes qui 




Figure 51 : Détection des cellules marquées à la calcéïne (cellules transfectées soit avec l’agent 
de transfection seul, soit avec les SiARN non relevant NR, 1 et 2 à 30 nM après 72 h de la 
transfection) pour visualiser leur étalement après 4 h d’incubation. 
 
 
Figure 52 : Etude de l’étalement des cellules traitées avec l’agent transfection seul correspond 
à 100%, et sur des cellules transfectées avec les SiARN non relevant NR (30 nM) en orange, le 
SiARN 1 (30 nM) en jaune, et le SiARN 2 (30 nM) en beige. Cette expérience a été faite sur des 






Les pourcentages de cellules étalées traitées avec les SiARN 1 et 2 sont 
respectivement, de 24% et 37% tandis que ces pourcentages pour les cellules 
traitées avec l’agent de transfection seul et pour les cellules avec le SiARN non 
relevant sont respectivement de 68% et 54%. Les données de ces expériences 
montrent bien que la déplétion en spectrine dans les cellules WM-266 est associée à 
un défaut de la capacité des cellules à adhérer et à s’étaler. Nous avons ensuite 
analysé le potentiel des cellules à migrer bien que ces processus soient très liés 
(figure 52 en page 125). 
 
V.3 La migration des cellules  
 
Le défaut d’étalement des cellules et les modifications du cytosquelette 
d’actine associés à la déplétion en spectrine αII, nous a amené à étudier leur 
migration. La migration cellulaire a été étudiée sur des membranes de type 
Transwell possédant des pores de diamètre de 8 µm perméable aux cellules 
migrantes (Fagiani, E.,Giardina, G. et al. 2007). Nous avons effectué une mise au 
point pour déterminer le nombre adéquat de cellules à déposer sur la membrane 




Figure 53 : Graphique des cellules migrantes par rapport au nombre de cellules déposées sur 
la membrane, ces expériences ont été faites pour déterminer le nombre de cellules à déposer sur 






D’après la courbe du nombre de cellules migrantes par rapport au nombre de 
cellules déposées sur la membrane Transwell, il apparaît une saturation de la 
membrane au delà d’un dépôt supérieur à 300 000 cellules WM-266 (figure 53 en 
page 126). 
Les études de la migration ont été réalisées avec 300 000 cellules par puits. Après 
24 h de migration, les cellules ayant passé la membrane poreuse sont comptées par 
cytométrie en flux en excluant les cellules mortes par un marquage au préalable 




Figure 54 : Quantification de la migration des cellules traitées avec l’agent de transfection seul 
correspond à 100 %, et sur des cellules transfectées avec les SiARN non relevant (30 nM) NR en 
orange, le SiARN 1 (30 nM) en jaune, et le SiARN 2 (30 nM) en beige. Cette expérience a été 




Nous avons considéré que le nombre de cellules migrantes traitées avec 
l’agent de transfection AGT 72 h après la transfection, représentent 100%. Le 
nombre de cellules migrantes traitées avec le SiARN non relevant NR (30 nM) est 
trés proche de celui des cellules traitées par l’agent de transfection (il correspond à 
91±10%). Comme pour l’adhérence cellulaire, les cellules traitées par les SiARN 1 et 
2 (30 nM) migrent beaucoup moins, soit respectivement 57.6 ± 5.8% et 64.76 ± 8.2% 




Afin d’expliquer sur le plan moléculaire les déficits d’adhérence, d’étalement et de 
migration mis en évidence dans les cellules déplétées en spectrine, nous nous 
sommes intéressés à l’expression des intégrines. 
 
 
VI L’étude de l’expression des integrines présentes dans les cellules WM-266  
 
VI.1 L’expression de différentes intégrines à la surface des cellules en 
cytométrie en flux et par western blot 
 
Les hétéro-dimères d’intégrine αβ lient la matrice par leurs régions 
extracellulaires, leurs parties intracellulaires sont en relation avec le cytosquelette, et 
médient beaucoup de voies de signalisation intracellulaire. 
Afin d’expliquer en particulier, le défaut d’adhérence des cellules déplétées en 
spectrine αII, nous avons évalué dans trois expériences de cytométrie en flux, 
l’expression des intégrines à la surface des cellules : 
 
- les intégrines α3, αV, et β1 qui sont exprimées dans les mélanocytes, les 
lignées de mélanomes, dans des tissus de mélanomes 
métastatiques. 
- les intégrines α4, α5 et β3 qui sont anormalement présentes dans les 
mélanomes. 
 
Ces expériences ont été faites sur les cellules traitées avec l’agent de 
transfection seul AGT, les cellules transfectées par le SiARN non relevant NR (30 























Figure 55 : Quantification de l’expression de certaines intégrines α3, α5, β1, αVβ3 à la surface 
des cellules traitées soit avec l’agent de transfection AGT soit avec les SiARN non relevant NR, 1 








Figure 56 : Détection de 
l’intégrine α5, β1, β3 en western 
blot sur des lysats de cellules 
transfectées avec soit le SiARN 
NR, 1 et 2 à 30 nM après 72 h de 
la transfection. La lamine A/C 






Les résultats obtenus montrent qu’il n’y a pas de différence d’expression 
membranaire entre les cellules témoins (agent de transfection AGT ou SiARN non 
relevant NR) et les cellules transfectées avec les SiARN dirigés contre la spectrine 
αII pour l’intégrine α4. Nous avons relevé une légère augmentation mais qui est non 
significative de l’expression membranaire de l’intégrine β1 (figure 55 en page 130), 
ce résultat a été confirmé en western blot sur un lysat total de cellules (figure 56 ci-
dessus). 
Par contre pour les autres intégrines testées (intégrines α3, α5, αVβ3), nous 
avons observé une expression significativement augmentée à la membrane des 
cellules traitées avec les SiARN 1 et 2. Cette augmentation est respectivement de 
1.6 et 2.7 pour l’intégrines α3 et 2.6 et 3.1 pour l’intégrine α5 par rapport aux cellules 
traitées avec le SiARN non relevant NR. Pour l’intégrine αVβ3, nous avons bien 
observé une augmentation significative mais beaucoup plus modéré de l’ordre de 
1.4 pour les cellules traitées avec le SiARN 1 et 1.9 pour le SiARN 2. 
L’augmentation d’expression des intégrines α5 et β3 à la surface des cellules, 
traitées avec les SiARN 1 et 2 dirigés contre la spectrine, a été confirmée en western 
blot sur un lysat total de cellules. 
L’augmentation de l’expression membranaire de certaines intégrines dans les 
cellules déplétées en spectrine associée à une perte d’adhérence est surprenante et 
contradictoire. Pour vérifier l’implication de ces intégrines dans l’adhérence, nous 
avons réalisé des expériences d’adhérence statique avec des cellules WM-266 





VI.2 L’implication des intégrines dans l’adhérence des cellules WM-266 
 
Nous avons testé si les intégrines α3, α5, et αVβ3 dont l’expression est  
augmentée à la surface des cellules déplétées en spectrine αII, étaient impliquées 
dans l’adhérence des cellules WM-266. Ces expériences ont été réalisées comme 
dans les études sur l’adhérence, mais les cellules WM-266 sont traitées 
préalablement avec des anticorps qui ciblent une intégrine et, en se fixant, bloquent 
sa fonction d’adhérence à son substrat spécifique. 
Pour s’assurer que les anticorps bloquant étaient bien fixés aux cellules, ils ont été 
marqués avec un Alexa 568. La détection de la fluorescence rouge de l‘Alexa grâce 
à une caméra monochromatique, nous indique que les anticorps sont présents sur 













Figure 57 : Analyse par 
microscopie en épi-fluorescence de 
la présence des anticorps bloquant 
dirigés contre. les intégrines α3, α5, 
αVβ3. Détection sur les cellules non 
adhérentes marquées à la calcéïne 
(en vert) de la présence des 
anticorps bloquant (en rouge) par 







Ces tests révèlent une baisse significative de l’adhérence des cellules WM-
266 (figure 58 ci-dessous), lorsqu’elles sont traitées avec l’anticorps bloquant pour 
l’intégrine α3, il ne reste que 71 ± 6% de cellules qui adhérent sur le plastique, pour 
l’intégrine α5, 80 ± 9% l’intégrine αVβ3 68 ± 14%, en comparaison avec les cellules 







Figure 58  : Quantification 
de l’adhérence des cellules 
traitées avec des anticorps 
bloquants les intégrines α3, 











Ces expériences sur les intégrines α3, α5 et αVβ3 montrent qu’elles jouent un 
rôle dans l’adhérence des cellules WM-266. 
 
VI.2 La localisation des intégrines par immunofluorescence 
 
Nous avons ensuite analysé par immunofluorescence au microscope confocal la 




déplétées en spectrine αII, et en particulier l’intégrine α5 et l’intégrine αVβ3, 72 h 
après la transfection. 
 
Le marquage de l’intégrine α5 dans les cellules traitées avec le SiARN non 
relevant (NR) (30 nM) (figure 59 ci-dessous) est diffus dans le cytoplasme. Dans les 
cellules traitées avec les SiARN dirigés contre la spectrine αII (30 nM), ce marquage 
paraît beaucoup plus localisé à la membrane surtout dans les cellules qui 
contiennent un niveau de spectrine αII très bas (indiquées par une flèche sur la 




Figure 59: Localisation de l’intégrine α5 sur des cellules transfectées avec le SiARN NR et les 
SiARN dirigés contre la spectrine αII à 30nM 72h après la transfection. 
 
Classiquement les points focaux, régulièrement dispersés à la périphérie de la 
cellule, sont caractérisés par une co-localisation de la paxiline et de l’intégrine αVβ3, 





Nous avons donc effectué des co-marquages de la paxilline avec l’intégrine αVβ3 et 
de l’actine avec l’intégrine αVβ3 sur des cellules transfectées avec les SiARN non 
relevant et les SiARN dirigés contre la spectrine αII (30 nM) à 72 h de la transfection. 


























Figure 60: Localisation de l’actine, de la paxilline, et de l’intégrine αVβ3 sur des cellules 
transfectées soit avec les SiARN NR à 30 nM ou soit avec les SiARN dirigés contre la spectrine 







Le traitement des cellules avec les SiARN dirigés contre la spectrine αII 
montre clairement une baisse dans la densité des structures d’adhérence, comme le 
montre le marquage de l’intégrine αVβ3 en comparaison entre les cellules contrôles 
(cellules traitées avec les SiARN non relevant) et les cellules traitées avec les 
SiARN 1 et 2. Seules quelques structures d’adhérence restent aux extrémités des 
cellules après traitement par les SiARN 1 et 2. Le marquage de l’actine F par la 
phalloïdine montre la réduction des fibres de stress et le renforcement de l’actine 
corticale sur les cellules traitées avec les SiARN 1 et 2 
Les modifications de localisations des intégrines α5 et αVβ3 peuvent avoir un 
retentissement sur la fonction d’adhérence de ces protéines, ce qui pourrait 
expliquer la perte d’adhérence malgré une augmentation de ces protéines à la 











































L’objectif de ma thèse était de caractériser le(s) rôle(s) de la spectrine αII. Grâce à la 
technique de SiARN, nous avons pu observer les différents phénotypes qu’engendre 
la déplétion partielle de la spectrine αII dans la lignée cellulaire WM-266. 
 
I Discussion sur les techniques utilisées pour obtenir et vérifier les résultats  
 
I.1 Choix de la forme des SiARN et des conditions de transfection utilisés 
pour dépléter la spectrine αII 
 
Les mises au point de la technique de transfection des SiARN a constitué une partie 
de mon travail de thèse. Il était nécessaire d’obtenir une population de cellules 
transfectées très homogène afin d’analyser différents processus cellulaires comme la 
prolifération, l’adhérence des cellules déplétées en spectrine. 
 
Nous avons choisi d’utiliser des SiARN en oligo-nucléotides duplexes afin de diminuer 
l’expression de la spectrine αII de façon transitoire. Plusieurs SiARN dirigés contre 
différentes parties de l’ARN messager de la spectrine αII ont été testés, ces régions 
ciblées sont répertoriées aujourd’hui comme étant non spécifiques d’une isoforme de 
la spectrine αII.  
 
Les SiARN et les conditions de transfections ont été sélectionnés afin d’avoir : 
1/ un très bon taux de transfection (une incorporation des SiARN dans les 
cellules doit être très importante et homogène). 
2/ des SiARN très spécifiques et efficaces. 
 
Pour cela, nous avons utilisé quatre SiARN dirigés contre la spectrine αII; deux SiARN 
ciblant l’ARN messager de la spectrine αII dans des régions différentes, ont montré 
des résultats de déplétion de la spectrine αII plus importants avec les mêmes 
phénotypes. 
Le but d’utiliser au moins deux SiARN nous permet de consolider les phénotypes 
observés liés à la déplétion de la spectrine αII. Ceci diminue les risques que les 





hybridations non spécifiques sur d’autres ARN messagers ou que ces phénotypes 
soient liés à une isoforme de la spectrine αII. 
L’efficacité est très importante aussi, elle dépend de la zone ciblée sur l’ARN 
messager, ainsi que la séquence du SiARN (il faut que la zone ciblée de l’ARN 
messager soit accessible, qu’il y ait une bonne hybridation pour activer le complexe 
RISC). Les deux SiARN choisis comme les plus efficaces parmi le pool de SiARN 
testés ont montré une efficacité différente sur la déplétion de la protéine. 
 
Nous aurions pu faire des transfections stables et produire le SiARN en tête d’épingle 
par un plasmide « inductible » mais cette technique constitue une technologie plus 
lourde à mettre en place avant de produire des résultats. La technique de plasmide 
« inductible » pourra être envisagée par la suite pour étudier les phénomènes 
cellulaires comme la polarisation, le transport intracellulaire. 
 
I.2 La détection de la déplétion en spectrine αII  
 
Pour analyser la déplétion de la spectrine nous avons décidé de détecter la baisse du 
taux de protéine après les transfections à 48, 72 et 96 h par différentes techniques, le 
western blot, la cytométrie en flux après perméabilisation des cellules et détection 
intracellulaire de la spectrine, l’immunofluorescence en microscopie. . 
 
-par dosage des ARN messagers de la protéine cible  
 
Nous aurions pu analyser la baisse des ARN messagers spécifiques de la spectrine 
αII dans les cellules WM-266, mais la baisse de l’ARN messager ne garantit pas la 
baisse du taux de la protéine car elle peut avoir une stabilité importante au sein de la 
cellule. La déplétion d’une protéine par la technique des SiARN est aussi dépendante 
du temps de demi-vie spécifique de chaque protéine sachant que ces temps peuvent 
être différents suivant la localisation de la protéine cible dans la cellule. Il s’avère que 
la spectrine αII a une grande stabilité lorsqu’elle est intégrée dans le cytosquelette 
tandis que son temps de demi-vie est court lorsqu’elle est soluble (Blikstad, I.,Nelson, 
W.J. et al. 1983; Hanspal, M. et Palek, J. 1987). Le seul intérêt d’analyser le taux 





plusieurs isoformes dans la cellule, et que les isoformes aient des fonctions 
différentes. 
Ayant un anticorps dirigé contre le domaine SH3 de la spectrine α très performant en 
western blot, en cytométrie en flux, et en microscopie, nous avons donc choisi de 
déterminer l’effet des SiARN en mesurant le taux de protéine. 
 
-par western blot 
 
Grâce à un taux de transfection élevé et à une bonne efficacité des SiARN, nous 
avons pu observer aisément une déplétion de la spectrine αII en western blot. Le 
western blot analyse un ensemble de cellules et la déplétion observée en western blot 
reflète une moyenne des déplétions intrinsèques de chaque cellule transfectée. 
 
-par cytométrie en flux 
 
L’analyse de la déplétion en spectrine αII par cytométrie en flux, permet une analyse 
cellule par cellule du contenu cellulaire en spectrine. Cette technique montre que les 
cellules possédant moins de spectrine αII, ont une taille plus petite. Ces observations 
ont été confirmées par la suite en microscopie. 
 
-par immunofluorescence en microscopie 
 
Les expériences d’immunofluorescence montrent aussi la déplétion de la spectrine αII 
cellule par cellule mais contrairement à la cytométrie en flux, nous avons des résultats 
qualitatifs. Nous avons obtenu grâce à cette technique, les premiers résultats de ma 
théses et surtout les voies à explorer. 
 
I.3 Les premières observations en microscopie  
 
Les premières analyses de cellules déplétées en spectrine par immunofluorescence 
en microscopie ont montré deux faits:  
- Les cellules étaient beaucoup plus petites et ronde que les cellules possédant 
l’intégrité du squelette membranaire. Cette observation a été confirmée par  la 





- Le réseau d’actine était désorganisé avec une perte des fibres de stress lors de 
marquage de l’actine par la phalloïdine. 
 
II La spectrine αII et son implication dans la forme des cellules  
 
La déplétion de la spectrine αII modifie la taille ainsi que la forme des cellules. Ce lien 
entre la taille, la forme de la cellule et la spectrine est très bien connue dans le globule 
rouge. 
Chez l’humain, certaines anémies hémolytiques héréditaires sont liées à des défauts 
quantitatifs ou qualitatifs en spectrine (Brookoff, D.,Maggio-Price, L. et al. 1982; 
Delaunay, J. 2007). Des déficits d’expression de la spectrines α et/ou β dus à des 
mutations sont associés à des sphérocytoses dans lequel le globule rouge a une 
forme anormalement sphérique avec une taille diminuée (Grimber, G.,Galand, C. et al. 
1992). D’autres mutations sur les spectrines provoquent un déficit du tétramère de 
spectrine dans le globule rouge débouchent vers des elliptocytoses. Cette pathologie 
s’exprime par des hématies en forme d’ellipse.  
Chez la souris les invalidations des gènes αI (sph/sph) (Bodine, D.M.t.,Birkenmeier, 
C.S. et al. 1984) et βI (ja/ja) (Bloom, M.L.,Kaysser, T.M. et al. 1994) de la spectrine 
ont montré aussi de sévère anémie hémolytique, avec des globules rouges possédant 
des formes anormales et très fragilisés.  
En ce qui concerne la spectrine non érythroïde, la déplétion de la spectrine βII par 
SiARN dans un modèle des cellules épithéliales de bronches humaines altère la 
formation des membranes latérales. Ces travaux montrent l’implication de cette 
protéine dans la biogenèse des membranes latérales (Kizhatil, K.,Yoon, W. et al. 
2007). Un modèle de souris tremblantes « qv(3J) » dont la spectrine βIV est déplétée 
des domaines PH, du domaine spécifique riche en proline et de son domaine de 
liaison à l’ankyrine, révèle un rôle de la spectrine dans la morphologie de l’axone 
(Yang, Y.,Lacas-Gervais, S. et al. 2004). Par contre des mutations naturelles sur une 
autre spectrine présente dans le système nerveux, la spectrine βIII, induisent la 
déstabilisation du transporteur au glutamate EAAT4 , et du GluRDelta2, recepteur 
impliqué dans la transmission synaptique glutamatergique, et responsable l’ataxia 
spinocérébelleuse (Ikeda, Y.,Dick, K.A. et al. 2006), n’altère pas la morphologie 





transitoirement par SiARN ou de façon permanente (Knock out) cette protéine, 
pouvant montrer l’implication possible de ce monomère  
 
Toutes ces données montrent l’implication d’une grande partie des spectrines dans la 
morphologie cellulaire. Le squelette membranaire dépendant de la spectrine constitue 
l’armature de la cellule, aussi, lorsque l’on déstabilise ce réseau de spectrine par la 
diminution de l’expression d’un des monomères α ou β, on modifie les caractères 
structuraux cellulaires.  
 
III La spectrine αII et le réseau d’actine  
 
L’actine F forme un réseau dense sous la membrane plasmique, mais elle est aussi 
présente sous la forme de câbles très structurés appelés câbles de tension (fibres de 
stress), qui traversent le cytoplasme et s‘ancrent à la membrane plasmique dans des 
structures spécialisées, les points focaux. Ce réseau est très dynamique afin de 
répondre au différents processus cellulaires comme le mouvement, la différenciation, 
la division. 
Les modifications du squelette d’actine et particulièrement la disparition des fibres de 
stress observées en microscopie, dans les cellules déplétées en spectrine αII, 
suggèrent l’implication de la spectrine αII dans l’organisation du réseau d’actine.  
La spectrine est une protéine liant l’actine, mais le domaine d’interaction avec l’actine 
est localisé sur les chaînes β. Il a été observé que la surexpression du domaine liant 
l’actine localisé sur la spectrine βII dans des cellules épithéliales, entraîne une perte 
de la morphologie épithéliale typique. Les cellules deviennent multinucléées et 
meurent après 10-14 jours de culture. Cependant il n’a pas été observé de 
modifications du réseau d’actine (Hu, R.J.,Moorthy, S. et al. 1995). Par contre, des 
micro-injections d’anticorps dirigés contre le pool maternel de spectrine αII (fragment 
Fab) dans des blastomères chez le poisson starfish, montrent une perturbation du 
réseau d’actine qui entraîne une altération du cycle cellulaire (Wong, G.K.,Hoyle, D.H. 
et al. 1996).  
Dans nos travaux, la perte de la spectrine αII doit engendrer la perte du complexe 
spectrine-actine, ainsi la baisse de prolifération et les modifications de la morphologie 
des cellules déplétées en spectrine αII pourraient être reliées aux modifications du 





Ce complexe actine-spectrine est stabilisé par l’adducine et la protéine 4.1. La 
déplétion de l’adducine α par SiARN provoque une déstabilisation du réseau de 
spectrine avec une augmentation du taux de spectrine dans les fractions solubles. 
Cette déplétion en adducine modifie la hauteur des membranes latérales des cellules 
bronchiales humaines comme il l’est observé dans les cellules déplétées en spectrine 
βII (Abdi, K.M. et Bennett, V. 2008). En ce qui concerne la protéine 4.1, des souris 
Knock out ont été générées pour une forme de 4.1, la 4.1R. L’absence d’expression 
de 4.1R dans le globule rouge provoque une désorganisation du squelette 
membranaire dépendant de la spectrine avec une perte de 30% de spectrine. Malgré 
ces phénotypes lourds, les souris sont viables mais la forme de leur globule rouge est 
anormale et fragile (Bennett, V. et Baines, A.J. 2001). Chez l’humain on retrouve une 
pathologie liée à un déficit en protéine 4.1R: l’elliptocytose héréditaire. Dans cette 
maladie les hématies prennent une forme en ellipse. 
L’interaction entre la spectrine et l’actine est importante et nécessaire afin que la 
cellule ait une morphologie « normale ». 
 
La spectrine αII semble avoir un rôle dans l’organisation du réseau d’actine via la 
spectrine β mais elle pourrait aussi avoir un rôle dans les mécanismes régulant la 
machinerie de l’actine via plusieurs ligands comme le montrent beaucoup de travaux.  
Des travaux récents relèvent des interactions de la spectrine αII avec des protéines 
impliquées dans la dynamique de l’actine comme EVL, VASP et TES.  
Les protéines EVL et VASP, deux membres de la famille  Mena/ VASP, sont liées 
directement au domaine SH3 de la spectrine αII. Elles sont localisées dans les 
filopodes, lamellipodes et points focaux (Bear, J.E.,Krause, M. et al. 2001; Reinhard, 
M.,Jarchau, T. et al. 2001; Rotter, B.,Bournier, O. et al. 2005; Bournier, O.,Kroviarski, 
Y. et al. 2006; Benz, P.M.,Blume, C. et al. 2008) mais aussi dans les contacts cellule-
cellule comme il a été récemment décrit pour les complexes spectrine/VASP (Benz, 
P.M.,Blume, C. et al. 2008). La protéine Tes, protéine codée par un gène suppresseur 
de tumeur, est lié à la spectrine αII dans la région répétitive α11. Elle est localisée le 
long des fibres de stress et aux points focaux. Cette protéine interagit avec une variété 
de protéines du cytosquelette et des points focaux (comme la zyxine, la vinculine, la 
taline, ainsi que les protéines Mena, VASP, et EVL) (Coutts, A.S.,MacKenzie, E. et al. 
2003; Drusco, A.,Zanesi, N. et al. 2005). La perte de son expression, comme pour le 





et al. 2005). Des travaux portant sur le domaine SH3 de la spectrine αII montre que ce 
domaine régule l‘activité de la Rho GTPase, Rac (Bialkowska, K.,Saido, T.C. et al. 
2005). La surexpression du domaine SH3 de la spectrine αII inhibe l’activation de Rac, 
la formation des filaments d’actine et l’étalement des cellules. Cet effet inhibiteur peut 
être aboli par la co-expression d’une forme de protéine Rac constitutionnellement 
activée. 
Dans nos travaux la perte du domaine SH3 de la spectrine par déplétion de la 
spectrine αII  peut être la cause directe de la perte des fibres de stress, expliquant la 
baisse de certains processus comme l’adhérence, l’étalement et la migration cellulaire 
qui sont directement liés à la dynamique de l’actine.  
 
IV L’adhérence des cellules et la spectrine αII 
 
Les cellules déplétées en spectrine αII ont une perte d’adhérence sur plastique de 
culture et une diminution de leur capacité à s’étaler. 
L’adhérence des cellules à la matrice extracellulaire est régit par plusieurs structures 
très dynamiques qui ont des liens avec le cytosquelette (Le Clainche, C. et Carlier, 
M.F. 2008). Ces structures sont constituées par des regroupements de protéines 
comme les intégrines : 
 
-les complexes focaux sont constitués, au début de leur formation, de protéines 
comme l’intégrine β3, la taline et paxilline et plus tardivement de la vinculine, de l’α 
actinine, de VASP et de FAK (focal adhesion kinase). Ils sont localisés à la périphérie 
cellulaire au niveau de l’étalement de la cellule ou de la bordure de migration des 
cellules. 
-les points focaux qui sont constitués d’une grande quantité de vinculine, taline 
paxiline, zyxine, α actinine, VASP, FAK (focal adhesion kinase), de l’intégrine αVβ3 et 
de l’actopaxine, sont liés au réseau d’actine par l’extrémité des fibres de stress. Cette 
structure possède un temps de demi-vie long. 
 
IV.1 La spectrine et l’adhérence dans un aspect quantitatif  
 
Les principales modulations de l’adhérence peuvent être dues à des 





été décrit que la spectrine pourrait jouer un rôle dans l’adressage et/ou la stabilisation 
des protéines membranaires vers la membrane plasmique. 
 
Pour définir le mécanisme régulant la perte d’adhérence des cellules déplétées en 
spectrine αII, nous nous sommes intéressés à l’expression de certaines intégrines 
présentes dans cette lignée de mélanome humain WM-266 (Kuphal, S.,Bauer, R. et 
al. 2005). De façon surprenante, l’expression à la surface des cellules de certaines 
intégrines, comme l’intégrine α5 et l’intégrine αVβ3 est augmentée. Ces intégrines 
sont présentes dans les structures d’adhérences décrites ci-dessus. Nous avons 
démontré que ces intégrines étaient bien impliquées dans l’adhérence des cellules 
WM-266. Ces résultats paraissent paradoxaux car la perte de l’adhérence, aurait pu 
être due à une baisse de l’expression à la membrane des intégrines.  
Comme l’expression de certaines intégrines impliquées dans l’adhérence des cellules 
WM-266 est augmentée, la perte de l’adhérence des cellules déplétées ne peut pas 
être liée à un défaut de transport des intégrines. Par contre, la spectrine αII pourrait 
avoir un rôle dans le renouvellement des protéines de la membrane par le phénomène 
d’endocytose pour le recyclage des protéines. La désorganisation du cytosquelette 
dépendant de la spectrine pourrait entraîner un temps de demi-vie plus long à la 
surface des cellules pour ces protéines de membrane. 
 
Le fait que les intégrines soit augmentées à la surface des cellules peut être du à des 
effets compensatoires d’adhérence. Les intégrines sont aussi de véritables 
récepteurs, outre leur fonction dans l’adhérence à la matrice extracellulaire, leur 
activation engendre des signaux cytoplasmiques via les protéines FAK (focal adhesion 
kinase) et ILK (integrin linked kinase) jouant un rôle dans des processus cellulaires 
comme la survie de la cellule, la prolifération, l’étalement de la cellule, la 
polymérisation de l’actine. L’augmentation des intégrines pourrait compenser les 
déficits du à la perte de la spectrine (Kuphal, S.,Bauer, R. et al. 2005). Par exemple 
cette donnée peut expliquer l’absence apparente d’apoptose lorsque l’on déplète la 
spectrine αII dans les cellules WM-266, l’augmentation des intégrines à la surface des 
cellules pourrait protéger la cellule de cette mort cellulaire (Felding-Habermann, 










IV.2 La spectrine et l’adhérence dans un aspect qualitatif 
 
Un des rôles proposés pour la spectrine est l’organisation de domaines membranaires 
spécialisés.  
La perte de la spectrine provoque des modifications de localisation des intégrines α5 
et αVβ3, c’est à dire que l’absence de la spectrine αII aurait un effet direct sur la 
localisation des intégrines.  
 
Actuellement, il n’a pas été décrit de lien physique direct entre la spectrine et les 
intégrines. Les expériences d’immunofluorescence en microscopie, que nous avons 
réalisées, n’ont pas mis en évidence de co-localisation entre la spectrine αII et les 
intégrines. Par contre deux molécules d’adhérence de la famille des Ig-CAM  
interagissent avec la spectrine ; le Luthéran B-CAM du globule rouge, dont 
l’adhérence à la laminine α5 diminue lorsqu’il interagit avec la spectrine αI (Kroviarski, 
Y.,El Nemer, W. et al. 2004 ; An, X.,Gauthier, E. et al. 2008) et N-CAM 180 qui est 
stabilisée à la membrane par l’interaction avec la spectrine βII (Pollerberg, 
G.E.,Burridge, K. et al. 1987). 
Ce rôle de la spectrine βII envers N-CAM, semble être le même que la spectrine βIV 
pour L1CAM, mais ces deux protéines interagissent indirectement via l’ankyrine. La 
spectrine βIV stabiliserait L1CAM à la membrane latérale, limitant ainsi sa mobilité 
(Nishimura, K.,Akiyama, H. et al. 2007). 
 
La spectrine αII serait responsable de la bonne localisation de ces intégrines, peut-
être par des liens indirects via d’autres protéines comme la talin, la vinculine, la 
paxiline, protéines présentes dans les structures d’adhérence. 
 
IV.3 L’organisation des points focaux et le regroupement des protéines 
 
Dans les cellules déplétées en spectrine αII, les intégrines délocalisées sont présentes 





retrouvée dans les points focaux qui apparaissent moins nombreux et plus diffus ce 
qui peut expliquer la perte d’adhérence des cellules. 
 
La spectrine αII pourrait jouer un rôle dans l’organisation de ces structures 
d‘adhérence. Bialkowska et ses collaborateurs montrent une accumulation du 
domaine SH3 de la spectrine αII dans des regroupements d’intégrines, en particulier 
ils observent une co-localisation du domaine SH3 de la spectrine avec des clusters de 
l’intégrine β3 dans des domaines répertoriés comme initiant l’adhérence des cellules 
et leur étalement (Bialkowska, K.,Saido, T.C. et al. 2005). La spectrine serait présente 
au début de la formation de ces clusters d’intégrine β3, elle pourrait donc participer à 
la formation de ces clusters mais aussi à leur dynamique. Une expression réduite de 
la spectrine pourrait altérer la formation de ces clusters d’intégrines bien qu’elles 
soient largement exprimées à la surface membranaire : ces intégrines non regroupées 
ne seraient pas efficaces pour l’adhérence. (Bialkowska, K.,Saido, T.C. et al. 2005). 
Nos résultats confirment un rôle de la spectrine αII dans le processus d’adhérence 
cellulaire avec une implication dans l’organisation des complexes d’adhérence. 
 
V La prolifération et spectrine αII: Apoptose et Cycle cellulaire 
 
La déplétion en spectrine αII, provoque une baisse du nombre de cellules avec une 
mort cellulaire tardive, celle-ci est détectée 96 h après la transfection malgré une 
diminution de l’expression de spectrine αII déjà détectée à 48 h. 
 
V.1 La mort cellulaire et  la spectrine αII 
 
L’invalidation du gène codant pour l’homologue de la chaîne αII provoque une létalité 
chez la drosophile, le nématode. Dans notre modèle cellulaire WM-266, la déplétion 
importante de la spectrine (jusqu’a 80%), n’entraîne pas une mort cellulaire 
significative par apoptose, évaluée selon deux approches expérimentales. Quelques 
points peuvent expliquer ces résultats surprenants : 
 
Dans ce modèle, le taux de spectrine est diminué de façon importante mais il reste 





(observations faites en immunofluorescence en microscopie, par western blot et par 
cytométrie en flux), ce taux résiduel est peut être suffisant pour préserver la cellule. 
On observe une légère apoptose à 96 h après la transfection. Sur un temps plus long 
d’analyse, la mort par apoptose pourrait s’amplifier, mais l’efficacité des SiARN 
diminue après 96 h et la déplétion en spectrine commence à s’estomper, de plus 
comme la baisse de la spectrine αII apparait à partir de 48 h après la transfection, si la 
perte de la spectrine αII provoque la mort cellulaire, celle ci serait très tardive par 
rapport à la baisse du taux de spectrine αII. 
Le type cellulaire que l’on a utilisé est une lignée de mélanome humain au stade 
métastasique, ces cellules possèdent un métabolisme différent des cellules non 
tumorales, avec des voies de signalisation qui fonctionnent constitutivement (voies de 
facteurs de croissance, insensibilité aux freins de prolifération, perte de d’apoptose). 
Ces cellules ont le potentiel de coloniser différents tissus de l’organisme par des 
cycles de détachement / dissémination / adhérence. Les cellules métastasiques 
prolifèrent très facilement dans un environnement réduit. De plus les voies de mort 
cellulaire par apoptose sont très peu actives, c’est à dire que les cellules sont 
résistantes face à des stimuli apoptotiques. Le faible taux d’apoptose observé dans 
les cellules WM-266 déplétées en spectrine pourrait être lié à cette résistance aux 
stimuli apoptotiques mais la déplétion de la spectrine αII dans un modèle cellulaire 
non tumoral pourrait avoir des conséquences différentes.  
 
V.2 Le cycle cellulaire et la spectrine αII 
 
Nous démontrons que les cellules déplétées en spectrine ont un arrêt du cycle 
cellulaire (ou un ralentissement) en phase G1 comme le montre la diminution du 
pourcentage de cellules dans les phases S et G2/M par rapport aux cellules témoins. 
Ces résultats sont confirmés par la mesure de la phosphorylation de la protéine Rb et 
de l’augmentation de la protéine p21 (inhibitrice du cycle cellulaire dans notre modèle 
cellulaire). 
 
Les mécanismes de la régulation du cycle cellulaire reposent essentiellement sur deux 
types protéiques complémentaires appelés Cdk ("Cycline-dependent kinase") et 
cycline. Les Cdk sont les composantes de base, mais, comme leur nom l'indique, elles 





s'associent et forment des complexes hétéro-dimériques (figure 61 ci-dessous). 
Chaque phase du cycle cellulaire est régulée par un ou plusieurs complexes à Cdk-
cycline. 
 
Figure 61 : Différents complexes cycline/Cdk interviennent dans la progression du cycle 




Plusieurs acteurs qui interviennent dans le processus de formation de ces complexes 
cycline/Cdk, régulent le cycle cellulaire (figure 62 en page 151): 
Les cyclines sont des activateurs primordiaux des complexes Cdk-cycline car l'activité 
des Cdk est contrôlée par un cycle de synthèse/dégradation de leur cycline, tout au 
long du cycle cellulaire. 
Des protéines déphosphorylantes (phosphatase activatrice Cdc 25) ou 
phosphorylantes (kinase activatrice CAK, kinase inhibitrice Wee-1)  
Des molécules inhibitrices appelées des CKI (cyclin-dependent kinase inhibitor) 
constitué de deux familles les KIP/CIP qui inhibent les cyclines et les Cdk, comme 









Figure 62: Répresentation des différentes protéines régulant le cycle cellulaire. Les protéines 
(sur fond rouge) montrent les molécules inhibitrices (une kinase Wee1, des CDKI comme p21, 
p16) et celles sur fond vert correspondes aux protéines activatrices (la phosphatase Cdc25 et la 




La protéine p21, inhibiteur des Cdks (CDKI), joue un rôle de régulateur négatif dans la 
progression du cycle cellulaire en phase G1 vers les phases S et G2/M par inhibition 
de l’activité du complexe Cdk2/cyclineE (figure 62 ci-dessus). L’augmentation 
d’expression de la protéine p21 observée dans les cellules déplétées en spectrine est 
compatible avec un arrêt du cycle cellulaire dans la phase G1. Dans le modèle 
cellulaire WM-266, la déplétion en p21 dans les cellules par SiARN, est associé à une 
augmentation de la prolifération cellulaire. Ces résultats confirment l’implication de 
p21 dans la régulation du cycle cellulaire dans les cellules WM-266. 
La régulation transcriptionnelle de p21 (figure 63 en page 152) se fait principalement 
par le facteur p53 mais aussi par Sp1/Sp3, Smad, BRCA1, E2F-1/E2F-3 (Gartel, A.L. 





les cellules ayant subies des stimuli entraînant la réparation de l'ADN, la 
différenciation, la sénescence, ou l'apoptose(Rowland, B.D. et Peeper, D.S. 2006). Il 
est à noter que la surexpression de cette protéine peut protéger certaines cellules 
contre l’apoptose et la tumorogénèse.(Gartel, A.L. et Tyner, A.L. 2002). 
Un rôle de la spectrine dans le cycle cellulaire a déjà été montré. Des micro-injections 
d’anticorps anti-spectrine αII effectuées dans des blastomères de poisson montrent 
une altération du timing du cycle cellulaire (Wong, G.K.,Hoyle, D.H. et al. 1996)  
 
Figure 63 : Schéma représentant les différentes activations possibles de la protéine p21. La p21 
joue un rôle dans l’arrêt du cycle cellulaire et peut inhiber l’apoptose (image tirée d’une revue de 
2002) (Gartel, A.L. et Tyner, A.L. 2002). 
 
 
L’ensemble de ces résultats ainsi que le présence de la spectrine dans le noyau 
suggèrent que la spectrine αII pourrait jouer un rôle direct dans la prolifération des 
cellules via le cycle cellulaire. 
 
V.3 La présence de la spectrine αII dans le noyau 
 
Nous montrons que la spectrine αII est présente dans le noyau des cellules WM-266. 
Le traitement des cellules par les SiARN dirigés contre la spectrine αII affecte, mais 
dans une moindre mesure, la spectrine présente dans le noyau avec une déplétion de 
l’ordre de 50% quand elle est de 70% dans le cytoplasme. Cette déplétion modérée 
de la spectrine αII nucléaire pourrait être impliquée de l’arrêt du cycle cellulaire en G1 





Déjà en 2001, il a été décrit des interactions entre la spectrine β et des protéines 
nucléaires pour deux isoformes de la spectrine βIV (Σ1et Σ5) (Tse, W.T.,Tang, J. et al. 
2001). L’auteur et ses collaborateurs suggèrent un rôle de regroupement et 
d’organisation de protéines nucléaires (facteurs de transcription, facteurs d’épissage 
des ARNs, protéines impliquées dans la réparation de l’ADN) des spectrines βIV 
nucléaires. Pour la spectrine α, il a été montré que cinq types de protéines nucléaires 
possèdent des liens avec une spectrine αIIΣ* (* correspond à une isoforme de 
spectrine αII non caractérisée) (McMahon, L.W.,Walsh, C.E. et al. 1999) (McMahon, 
L.W.,Sangerman, J. et al. 2001 ; Sridharan, D.M.,McMahon, L.W. et al. 2006). Ces 
interactions révélées par co-immunoprécipitation dans des cellules humaines 
normales, montrent que la spectrine αII interagit dans le noyau : 
 
• avec des protéines de structures comme la protéine 4.1B, l’émerine, ou l’actine 
• avec des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN : les protéines XPF 
et ERCC1 du système de réparation NER (nucleotide excision repair) ou les 
protéines RAD50, RAD51 du système HRR (homologous recombinational 
repair) et NHEJ (non-homologous end-joining) comme  
• avec des protéines remodelant la chromatine comme BRG1et hBRM 
• avec les protéines Fanconi Anemia (FA) dont le rôle n’est pas très clairement 
(protéines retrouvées en association avec la chromatine après un dommage de 
l’ADN) mais l’association avec la spectrine pourrait être importante pour la 
stabilité des protéines FA 
• avec des protéines qui jouent un rôle dans la transcription et le développement 
des ARNs comme p40, ou hnRNP A2/B1 (rôle dans la biogenèse et le transport 
des ARN messagers). 
 
 
Toutes ces interactions avec des protéines ayant des fonctions différentes suggérent 










VI Effet direct ou secondaire de la spectrine αII sur la polymérisation de l’actine 
la prolifération et l’adhérence 
 












La spectrine est présente dans le noyau, elle est présente dans des structures 
d’adhérence, et elle lie le réseau d’actine. Ces données décrites précédemment sont 
en faveur d’un rôle direct de la spectrine αII dans les processus cellulaires comme la 
prolifération, l’adhérence, ou la polymérisation de l’actine. 
Cependant tous ces processus sont étroitement liés. La difficulté dans l’analyse de 




















VI.2.1 La prolifération et le réseau d’actine 
 
Une désorganisation du cytosquelette d’actine par utilisation de drogues inhibant la 
polymérisation de l’actine (comme la cytochalasine D) provoque un arrêt du cycle 
cellulaire en phase S avec une baisse de l’expression de la cycline D1, une 
augmentation de l’inhibiteur CDKI p27, ainsi qu’une hypo-phosphorylation de la 
protéine Rb (Huang, S.,Chen, C.S. et al. 1998). Des travaux montrent aussi que 
l’actine régule le cycle cellulaire et la cytokinése par son rôle dans l’architecture de la 
cellule et une implication dans la transduction des signaux produits par des molécules 
extérieures à la cellule (facteurs de croissance, matrice extracellulaire) (Boonstra, J. et 
Moes, M.J. 2005).  
L’arrêt du cycle cellulaire observé dans les cellules déplétées en spectrine pourrait 
être du à la désorganisation du réseau d’actine. 
 
VI.2.2 L’adhérence et le réseau d’actine 
 
Les modifications du réseau d’actine, (les pertes des fibres de stress) dans les  
cellules déplétées en spectrine αII jouent un rôle dans l’adhérence cellulaire. Les 
intégrines, présentes à la membrane même en quantité supérieure à la normale, sont 
délocalisées. Elles semblent non fonctionnelles car nous montrons une perte 
d’adhérence des cellules. 
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Cette perte de fonction des intégrines peut être due à une mauvaise organisation 
structurale (formation des points focaux) par la diminution de la spectrine αII ou par le 
déficit des fibres de stress via la diminution de la spectrine αII.  
On sait que la spectrine αII joue un rôle dans la formation des points focaux 
(Bialkowska, K.,Saido, T.C. et al. 2005) et que les intégrines pour être fonctionnelles 
sont regroupées en cluster (points focaux). Par interaction avec leur ligand, elles 
peuvent aussi activer plusieurs complexes protéiques via la protéine FAK (focal 
adhesion kinase) afin d’allumer différentes voies de signalisation, comme la voie Erk, 
JNK ou PI3-kinase (figure 64 en page 157). Par exemple des travaux montrent qu'une 
protéine critique Rac, protéine de la famille Rho GTPase dont la fonction est d’initier la 
polymérisation de l’actine, est activée par des signaux provenant des intégrines, de 
plus Rac joue des rôles en aval dans les processus d ‘étalement, de migration, de 
progression du cycle cellulaire (Bialkowska, K.,Saido, T.C. et al. 2005). Des travaux 
montrent également que l’inhibition de l’assemblage des points focaux par le blocage 
fonctionnel des intégrines grâce à des anticorps spécifiques, provoque un défaut dans 
la formation des fibres de stress (Burridge, K. et Chrzanowska-Wodnicka, M. 1996) 
(Miyamoto, S.,Teramoto, H. et al. 1995). Tous ces résultats semblent montrer que 
l’adhérence serait un processus important dans les fonctions de la spectrine αII. 
Mais il s’avère que des inhibiteurs de la polymérisation de l’actine entraîne la 
destruction des points focaux (Goldmann, W.H.,Schindl, M. et al. 1995; Machesky, 
L.M. et Hall, A. 1997), cela souligne le lien étroit entre l’adhérence et la polymérisation 
de l’actine et relève la difficulté de trancher sur la question de savoir quel processus 















Figure 64 : Schéma représentant les différentes voies de signalisation de l’adhérence focale. Ce 
schéma montre des interactions entre les protéines du complexe d’adhérence et les voies de 
signalisation qu’il engendre. FAK activée, par les intégrines et/ou les facteurs de croissance, va 
permettre l’activation de plusieurs complexes de protéines : (1) (2) (3) (4) (5). Le complexe (1) a 
la fonction de régulation et de remaniement du cytosquelette d’actine, engendrant ainsi un cycle 
de migration et d’adhérence cellulaires avec pour chaque étape une restructuration et une 
déstructuration des complexes d’adhérence. Les complexes (2) et (3) participent à l’activation de 
la voie de Erk, le complexe (4) active la voie de JNK (4) et le (5) la voie de la PI3-kinase. (Image 













VI.2.3 L’adhérence et la prolifération 
 
La prolifération cellulaire se fait grâce à l’activation des récepteurs à activité tyrosine 
kinase par des mitogènes solubles se trouvant à la surface des cellules. Il est 
maintenant clair que dans un bon nombre de type cellulaire, l’adhérence à la matrice 
extracellulaire est essentielle pour la progression dans le cycle cellulaire. On sait que 
les cellules adhérentes , lorsqu’elles se détachent de leur matrice extracellulaire, 
meurent par un processus spécifique que l'on appelle mort programmée ou apoptose 
par le phénomène d’anoïkis (Frisch, S.M. et Ruoslahti, E. 1997; Frisch, S.M. et 
Screaton, R.A. 2001). Ce phénomène est mis en place pour éviter que les cellules 
« normales » prolifèrent, et se disséminent. Par contre les cellules transformées 
« tumorales » comme les WM-266 que l’on utilise dans nos travaux, elles, survivent au 
détachement, échappent à l'apoptose, pouvant ainsi aller coloniser d'autres sites dans 
l'organisme. 
Des signaux extracellulaires de l’adhérence provenant de différentes protéines comme 
des intégrines, des cadhérines, peuvent réguler la progression du cycle cellulaire via 
les récepteurs aux facteurs de croissance (Pugacheva, E.N.,Roegiers, F. et al. 2006). 
Ces récepteurs sont présents dans les structures d’adhérence et pourraient être 
régulés par les intégrines. L’intégrine αVβ3 peut activer les récepteurs aux IGF-1, 
PDGF, VEGF en l’absence de ces facteurs de croissance et induire l’entrée dans la 
phase S du cycle cellulaire, lorsque les cellules adhérent sur la vitronectine (ligand de 
l’intégrine αVβ3). Au contraire quand les cellules sont cultivées sur une matrice de 
collagène, aucune activation des récepteurs n’est observée (Walker, J.L.,Fournier, 
A.K. et al. 2005). Dans les cellules épithéliales, Moro et ses collaborateurs démontrent 
que le récepteur à l’EGF peut s’associer à l’intégrine β1 et que l’activité kinase 
intrinsèque du récepteur est activé par l’adhérence de l’intégrine et ceci même en 
l’absence de l’EGF. Cette activation du récepteur indépendante du ligand fait 
progresser le cycle cellulaire vers la phase G2/M (sans sérum ni EGF) (Moro, 
L.,Dolce, L. et al. 2002) . 
La perte d’adhérence et la modification de la localisation des intégrines observées 





des récepteurs mais aussi moduler des facteurs responsables de l’arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1 (figure 64 en page 157). 
L‘adhérence via les intégrines peut modifier l’expression de protéine nécessaires à la 
progression du cycle cellulaire, comme la baisse des CDKI (p21 et p27) (Bottazzi, 











































































Par la transfection de SiARN dirigées contre la spectrine αII, nous avons pu 
diminuer l’expression de cette protéine dans des cellules de mélanome humain WM-
266, et observer l’implication de la spectrine αII. 
 
Ces travaux démontrent de nouvelles implications de la spectrine αII, jamais 
montrées auparavant, dans des processus cellulaires. La spectrine ne joue pas 
seulement un rôle strutural, elle est impliquée aussi dans la réorganisation du réseau 
d’actine, dans l’adhérence ainsi que dans le cycle cellulaire. 
Il s ‘avére que la fonction précise de la spectrine dans tous ces processus n’est pas très 
claire et reste encore à être étudiée ce qui ouvre beaucoup des voies de recherche à 
explorer, plus en détail, afin de comprendre les phénomènes moléculaires qui relient la 
spectrine au différents processus cellulaires mis en défaut. 
 
 
Afin d’éclaircir les voies de signalisation impliquant la spectrine αII dans ces 
processus cellulaires mis en défaut lorsque la spectrine αII est déplétée, on pourrait 
imaginer deux approches possibles. La première approche serait de relier la spectrine 
αII au processus cellulaire, la seconde serait de faire l’inverse, étudier le processus 
cellulaire afin de le raccorder à la spectrine αII.  
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I Travaux sur la spectrine αII et son environnement direct afin d’expliquer les 
phénotypes 
 
I.1 Etude de l’expression et de la localisation des partenaires directs de la 
spectrine 
 
La première partie serait de s’intéresser à toutes les protéines connues 
interagissant directement avec la spectrine αII et celles, récemment identifiées par des 
cribles de double hybride effectués par notre équipe et ayant un rôle dans les processus 
mis en défaut, en absence de spectrine αII : 
Nous souhaitons étudier leur expression et leurs localisations dans la cellule lorsque la 
spectrine αII endogène est très diminuée. 
Par exemple on pourrait étudier les protéines faisant partie des macro-complexes 
spectrine-actine : adducine, vimentine, 4.1 ou les protéines interagissant avec le 
domaine SH3 : EVL, N-WASP. 
 
I.2 Etude des domaines de la spectrine αII 
 
Dans une seconde partie, on peut cibler le(s) rôle(s) spécifique(s) des domaines 
de la spectrine αII dans les phénotypes obtenus, pour cela deux approches sont 
possibles :  
 
-La première serait d’utiliser des dominants négatifs. De faire surexprimer à la cellule le 
domaine étudié (soit sauvage, soit muté) pour qu’il rentre en compétition avec le 
domaine de la spectrine entière. Cette approche a déjà été utilisée dans l’étude des 
interactions du domaine SH3 et EVL, ou N-WASP. 
 
-La seconde serait l’utilisation de la technique de SiARN en plasmide inductible. On 
pourrait dépléter la spectrine αII endogène puis effectuer dans un premier temps, une 
correction des phénotypes en produisant une spectrine αII exogène dont l’ARN 
messager ne soit pas la cible du SiARN que l’on a utilisé. Puis dans un second temps 
au lieu de produire dans la cellule une spectrine αII exogène entière, on pourrait 





afin que la spectrine αII n’interagisse pas avec une/des protéine(s) spécifique(s). Si 
cette spectrine exogène mutante ne permet pas de corriger le(s) phénotype(s) mis en 
défaut pas la diminution de la spectrine αII endogène alors on pourra conclure que le 
domaine est impliqué dans le(s) phénotype(s). Par exemple on pourrait étudier le rôle 
du domaine SH3 par délétion de ce domaine dans la spectrine exogène néo-
synthétisée. Une étude bioinformatique pourra nous donner d’éventuels changements 
structuraux de la spectrine αII lorsque celle-ci est tronquée de son domaine SH3. Une 
autre possibilité d’étude de ce domaine peut se faire par une mutation ponctuelle car il a 
été montré qu’une mutation dans ce domaine (substitution de la proline 1017 en 
leucine) provoquait une perte d’interaction des protéines interagissant avec ce domaine 
et impliquées dans la dynamique du réseau d’actine (EVL, N WASP) (HDR de Gaël 
NICOLAS). Ces études de déplétion transitoire de la spectrine αII avec une néo-
synthèse d’une spectrine αII modifiée peuvent être mises en parallèle avec l’élaboration 
de souris transgéniques. 
 
 
II Etudes des processus cellulaires pour expliquer l’implication de la spectrine αII 
 
On pourrait étudier la désorganisation du réseau d’actine, la perte d’adhérence, et l’ 
arrêt du cycle cellulaire plus en détail. 
 
II.1 Etude de la polymérisation de l’actine 
 
On peut étudier le rôle de la spectrine αII dans la formation des structures d’actine. Une 
étude sur la polymérisation de l’actine par vidéomicroscopie sur des cellules déplétées 
en spectrine est en cours. Ces travaux sur la polymérisation de l’actine se fait grâce à la 
co-transfection d’un plasmide exprimant de l’actine marquée par la GFP avec les SiARN 
dirigées contre la spectrine αII.  
 
II.2 Etude de l’adhérence 
 
L’étude de l’adhérence peut se faire par la détermination des interactions (directe ou 
indirecte via l’ankyrine) entre spectrine αII et les Ig-CAM ou les intégrines grâce à des 





Pour étudier l’implication de la spectrine αII dans le dynamisme des intégrines à la 
surface de la cellule, on pourrait étudier le temps de demi-vie de ces protéines 
responsables de l’adhérence, par biotinylation à la surface de cellules déplétées en 
spectrine.  
 
II.3 Etude de la prolifération cellulaire 
 
L’étude sur le cycle cellulaire peut se faire par la détermination d’interaction entre la 
spectrine αII et des protéines nécessaires à la division cellulaire par co-
immunoprécipitations et par des études de localisation de ces protéines dans le noyau. 
 
II.4 Etude d’autres processus cellulaires  
 
D’autres études peuvent être faites pour étudier l’implication de la spectrine αII dans la 
polarisation ou le trafic cellulaire de protéines vers la membrane. 
 
-On pourrait étudier l’implication de la spectrine αII dans le processus de polarisation 
(dans l’établissement et le maintien de la polarisation) par l’observation de la polarité de 
cellules sauvages ou déplétées en spectrine αII. 
-Pour l’étude du trafic cellulaire; la présence de la spectrine αII et la composition du 
dimère de spectrine (savoir quelle(s) spectrine(s) β est (sont) présente(s)) pourraient 
être analysées dans les différents compartiments du transport de protéines (le réticulum 
endoplasmique, le golgi, les vésicules de transport vers la membrane) par microscopie 
ou fractionnement cellulaire. Dans un second temps, l’implication de la spectrine αII 
dans le trafic intracellulaire pourrait être étudiée par le suivi de protéines exogènes 
marquées et néosynthétisées en vidéomicroscopie ainsi que par fractionnement 
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Cet article étudie le rôle de la région CCC dans un modèle murin présentant une 
spectrine αII mutée. Ces souris possédent une spectrine αII délétée d’une région 
ciblée par les protéases calpaînes et caspases (description de la région CCC dans 
mon introduction). C’est une région présente spécifiquement dans la spectrine αII et 
elle est trés conservée chez les mammiféres.  
 
La protéolyse de la spectrine serait impliquée dans de nombreuses fonctions 
cellulaires comme le suggérent beaucoup de travaux effectués dans des modéles 
cellulaires (ex vivo). Afin d’étudier les fonctionnalités de cette région dans un modèle 
in vivo, des souris ont été développées au sein du laboratoire. Elles possédent une 
chaîne αII de la spectrine délétée de la région CCC mimant la spectrine αI spécifique 
du globule rouge. Ainsi la spectrine αII de ces souris mutantes est non sensible à la 
protéolyse ciblée de cette région CCC. 
 
Des études histologiques et immunologiques ont été effectuées sur les organes (le 
rein, le foie, le colon, la rate, le cerveau) de ces souris et elles ont montré une 
localisation de la spectrine αII mutante semblable à la spectrine αII sauvage sans 
défauts structuraux.  
 
D’autres études consistant à induire l’apoptose sur les fibroblastes embryonnaires 
des souris mutantes ont été effectuées. Malgré l’absence de protéolyse sur la 
spectrine αII mutante par les caspases dans la région CCC confirmant que le site de 
clivage majoritaire des caspases a bien été délété, cette spectrine αII mutante est 
tout de même clivée au deuxième site de clivage des caspases dit minoritaire, situé 
en aval du premier. Aucune différence de sensibilité des cellules à l’apoptose a été 
observée entre les fibroblastes embryonnaires sauvages et mutantes. Les études 
d’immunohistochimie ont montré que le phénoméne de bourgeonnement de la 
membrane plasmique lors de l’apoptose existait aussi bien sur les cellules des souris 
mutantes que sur les cellules des souris sauvages. 
Ce deuxième site « caspase » sur la spectrine αII pourrait compenser la perte du site 
principal de la région CCC. 
Ces travaux réalisés sur l’étude de l’apoptose des fibroblastes embryonnaires 
constituent ma participation dans cet article. 
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Les conclusions de ces travaux sont à l’encontre des hypothéses émises. Les souris 
mutantes, générant une spectrine ayant perdue sa propriété d’être clivée par les 
protéases spécifiques de la région CCC, sont viables et elles se développent sans 
phénoptype apparent. Il s’avère par conséquent que le clivage de la spectrine αII 
n’est pas impliqué dans des fonctions cellulaires ubiquitaires, comme on pouvait le 
penser. 
 
Toute fois comme le clivage de la chaîne αII de la spectrine a été impliqué dans de 
nombreuses pathologies, notamment neurologiques, ce modèle pourrait être d’un 












































































































































ETUDE DES FONCTIONS DE LA SPECTRINE α NON-
ERYTHROÏDE 
Le squelette dépendant de la spectrine, localisé sous la bicouche lipidique, est un 
échafaudage essentiel de toutes les cellules animales. La Spectrine (Sp), structure 
géante, robuste mais flexible d’hétéro tétramères (αβ)2, constitue les filaments de ce 
réseau, dont chaque nœud interagit avec des filaments d'actine. Les fonctions du 
squelette de Sp, qui sont bien définies dans le globule rouge (rôle dans sa forme, 
dans sa résistance aux forces de cisaillement et dans sa déformabilité) sont moins 
bien connues dans les cellules non-érythroïdes. La Sp non-érythroïde pourrait 
participer à l'établissement et/ou au maintien de sous-domaines membranaires 
spécialisés dans l’accumulation de protéines de membrane (telles que les canaux 
ioniques, les pompes ioniques, les récepteurs et les molécules d'adhérence) comme 
nous le font penser les invalidations de la Sp-β non-érythroïde. Cependant le rôle de 
la Sp-α non-érythroïde est moins bien établi. Chez les mammifères, la Sp-α est 
codée par deux gènes: un pour Sp-αI, principalement exprimée dans l’érythrocyte 
mature, le second pour Sp-αII qui est exprimée dans toutes les cellules nucléées. 
Pour étudier les fonctions de la Sp-αII, nous avons utilisé une approche de SiRNA 
sur des cellules de mélanome humain. Nos données montrent que la diminution de 
Sp-αII est associée à I) un arrêt en G1 du cycle cellulaire II) une perte d'adhérence 
des cellules malgré l'augmentation de quelques intégrines III) des modifications dans 
l’organisation du réseau d’actine. 
 
Study of the non-erythroid α spectrin functions 
The spectrin-based skeleton is an essential scaffold underlying different lipid bilayers 
in all animal cells. Spectrins (Sp), as giant extended flexible heterotetramers (αβ)2, 
constitute the filaments of this network, the nodes of which are cross-linked by actin 
filaments. The functions of the Sp-based skeleton, which are well defined in red 
blood cells (required for shape, resistance to shear stress and deformability) are less 
well understood in non-erythroid cells.The non-erythroid Sp might participate in the 
establishment and/or the maintenance of specialized membrane subdomains by 






receptors and cell adhesion molecules) as revealed by loss of the main non-erythroid 
β-Sp. However the effect of non-erythroid α-Sp are less well established. In 
mammals, α-Sp are encoded by two genes: one for αI-Sp mainly expressed in 
mature erythrocyte, the second one for αII-Sp which is expressed in all nucleated 
cells.In the pursuit of αII-Sp functions, we have checked the effect of αII-Sp knock 
down by siRNA melanoma human cell line. Our data revealed that spectrin depletion 
is associated with i) an arrest of cell cycle at G1 state ii) a loss of cell adhesion in 
spite of increase in some integrins iii) some modifications of actin organisation.
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